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to rearrange the sec. and tert. structures of the polypeptide chain. 
(A) is treated with trypain to give a protein having a primary 
structure identical to HSA. 
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@ Precede de preparation de la serum albumlne humalne mature. 

@ Precede de preparation de serum-all bumine humaine ma- 
ture a partir d'une serum-albumine humaine produite par voie 
microbiologique sous forme de proteine fusionnee («pseudo- 
pro-SAH»). 
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La presente invention concerne un procSdS de preparation 
de la s&rum-albumine humaine mature a partir d'une sgrum-albumine 
humaine produite par voie microbiologique sous forme de protSine 
fusionnSe. 

II existe un grand choix d'organismes botes, tels que les 
cellules mammiferes modifiSes ou les micro-organismes qui peuvent 
potentiellement etre utilises en vue de la production en quantitSs 
lmportantes de proteines humaines d'une grande valeur therapeutique. 

L f utilisation de cellules mammiferes modifiSes par les 
techniques de l'ADN recombinant presente l'avantage de conduire a 
des produits trSs proches de ceux d f origine naturelle ; cependant la 
culture de ces cellules est delicate et ne peut etre conduite que 
dans des volumes limites. 

L'emploi de micro-organismes, tels que les bacteries, 
permet une fabrication a une gchelle plus importante mais presente 
1 T inconvenient de conduire a des produits qui different sensiblement 
des produits d f origine naturelle. Ainsi les proteines normalement 
glycosylees chez l f homme ne sont pas, en general, glycosylees par 
les bacteries [P. Berman et L.A. Laskey, Trends Biochem. Sci., 
(1985) 10, p. 51 et suivantes]. Par ailleurs, les protSines humaines 
exprimees a haut niveau dans des bacteries telles que E.coli acquie- 
rent souvent une conformation non native qui s T accompagne d'une 
precipitation intracellulaire [R.G. Schoner et coll., Bio. Technol. 
(1985), 2» P* 151 et suivantes ; J.M. Schoemaker et coll., EMBO J. 
(1985), 4^, p. 775 et suivantes]. Enfin, pour qu'un gSne puisse s'ex- 
primer dans une bacterie, telle que E.coli , 11 est indispensable de 
positionner un codon initiateur methionine devant la sequence 
codante de la protSine mature. Generalement , ce rSsidu n'est pas 
excisS par la m§thionyl aminopeptidase de E.coli [P.H. Seeburg et 
coll., 1985, 2, p. 37 et suivantes ; J.M. Schoner et coll., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA (1981), 81, p. 5403]. 
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La proteine obtenue presente done un acide amine anormal comme 
premier residu qui peut provoquer l f inhibition sterique d v une 
activite biologique si le debut de la proteine est impliqu€ dans 
cette activitS. Le residu peut egalement presenter un caractere 
5 immunogene nSfaste a 1 T administration ulterieure de la proteine. 

II resulte que le choix d f une cellule-hote depend de la 
proteine specifique que l f on veut obtenir. Dans le cas d f une pro- 
teine de valeur marchande elevee et necessaire en quantite limit ee, 
les cellules mammiferes peuvent constituer une source particu- 

10 lierement bien adaptee. Par contre dans le cas d T un produit de 
valeur marchande plus faible et necessaire en quantite import ante, 
de l'ordre de plusieurs dizaines de tonnes, telle que la serum-albu- 
mine humaine (SAH) , il paralt indispensable d f utiliser des micro- 
organismes tout en remSdiant aux inconv€nients lies S leur emploi. 

15 Lorsque la SAH est exprimee I partir d f une construction 

genetique du type ,f Promoteur-Site de demarrage de traduction-ATG- 
GSne de la SAH mature", la proteine obtenue conserve generalement 
une methionine comme residu N- terminal. Pour Sliminer la methionine 
N-terminale de proteines hetirologues exprimees chez E.coli, plu- 

20 sieurs methodes peuvent etre envisag^es, telles que le clivage 
enzymatique in vivo , l 1 excision proteolytique pendant ou immSdiate- 
ment apres le transport a travers la membrane ou bien des digestions 
proteolytiques ou chlmiques in vivo . 

II est connu, en particulier d f apres J. P. Waller, J. Mol. 

25 Biol., (1963), 7, p. 483 et suivantes, que E.coli poss^de une methio- 
nyl aminopeptidase qui excise la methionine N-terminale d'un certain 
nombre de proteines. Cependant la specif icite du mecanisme est mal 
connue et il est suppose que ce mecanisme depend du ou des residus 
suivant la methionine [V.M. Vogt, J. Biol. Chem. (1970), 245, p. 4760 

30 et suivantes ; H.J. George et coll., (1985) DNA, ^, p. 273]. 
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Les proteines secretSes sont g€n§ralement initialement 
. synthetisees sous forme d'une prSproteine comportant une "Sequence- 
signal" qui inclut le premier residu. Cette sequence subit une 
excision proteolytique pendant ou immediatement apr§s le transport 5 
5 travers la membrane [R. Scheckman, Trends Biochem (1985), 1£, 
p. 177]. Cependant ce systeme ne convient gSnSralement pas dans le 
cas de proteines cytoplasmiques ou hStSrologues du fait des probl§- 
mes de transport dus soit a certaines parties de la sequence pri- 
maire de la proteine [J. Tommassen et coll, EMBO J. (1985), 4^ 

10 p. 1041] soit a une precipitation intra-cytoplasmique trop rap id e de 
la proteine. Par ailleurs les mScanismes impliquSs dans la sScrStion 
de proteines par les cellules encaryotes, telles que la SAH s£cretee 
par les cellules hepatiques, sont vraisemblablement assez diffSrents 
des mecanismes de secretion mis en jeu dans des microorganismes tels 

15 que les bacteries gram-negatives [N.Wickner et H. Lodish, Science 
(1985), 230 p. 400]. 

II a ete egalement propose d f employer des digestions 
chimiques ou enzymatiques afin de convertir in vitro la proteine 
synthStisee par la bacterie sous la forme d 1 une proteine fusioimSe. 

20 Cette conversion a pour but l f excision spScifique d\une sequence 
peptidique gtrangSre S la proteine d§siree, situ§e en position 
N-terminale et con tenant la methionine comme premier residu. Un * 
exemple simple est celui d f une proteine qui ne possede pas naturel- 
lement de residus methionine [R.E. Chance et coll., "Peptides : 

25 Syntheses-Structure-Fonction", D.H. Rich et E. Gross, ed., Pierce 
Chem. Co, Rocfprd, 111., (1981) p. 721 et suivantes]. Dans ce cas, un 
traitement in vitro par le bromure de cyanogSne permet l f excision de 
la methionine N-terminale. Cependant ce cas ne se pr§sente que trSs 
rarement dans le cas de proteines de poids moleculaire llevS. 
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Certaines proteases, comme la collagenase et le facteur X, 
reconnaissent line sequence de plusieurs acides amines, ce qui les 
rend relativement specif iques. [K. Nagai et H.C. Thogerson, Nature 
(1984), 309, p. 810 et suivantes ; J. Germino et D. Bastia, Proc. 
5 Natl. Acad. Sci. USA (1984), 81, p. 4692 et suivantes]. Une construc- 
tion genetique permet done de positionner la sequence reconnue par 
la protease en question devant le premier acide amine de la proteine 
desiree. Cette proteine fusionnee devient alnsi un substrat de la 
protease, le produit principal de la reaction etant la proteine 

10 possedant en position N-terminale le meme acide amine que la pro- 
teine mature. Cependant, l f inconvenient majeur de cette methode 
reside dans le prix de la protease surtout lorsqu'il s v agit de 
produire tine proteine en grande quant it e. 

La SAH est synthetisee par les cellules humaines d'abord 

15 sous forme de prepro-SAH (figure 1) • Une sequence signal de 18 
acides amines est enlevee pendant le transport de la SAH & travers 
le lumen du reticulum endoplasmique et il reste encore 6 acides 
amines a I'extremite N-terminale (Arg- Gly- Val- Phe- Arg- Arg-) qui 
ne sont pas presents dans la SAH circulante. Selon S.O. Brennan et 

20 R.W. Carrell, Biochim. Biophys. Acta (1980), 621, p. 83 et suivantes, 
ce propeptide ne semble jouer aucun role dans la secretion de la 
SAH. II est possible qu v une deuxieme proteolyse specif ique s v ef- 
fectue au niveau de I'appareil de Golgi ou dans la circulation 
sanguine, les deux residus arginine formant le site de reconnais- 

25 sance d'une protease de specif icite analogue § celle de la trypsine. 
En effet, tin variant, appele "Albumine Christ church", du a une 
mutation qui transforme le dernier residu arginine du propeptide en 
glut amine n f est pas convert! in vivo en albumine mature mais est 
transforme in vitro en Glu-SAH en traitant le propeptide par une 

30 faible concentration de trypsine. Par ailleurs, la SAH mature sous 
forme native est resistante I la trypsine dans les meme conditions 
[S.O. Brennan et coll., Biochim. Biophys. Acta, (1984) 802 , p. 24 et 
suivantes ] • 
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II a maintenant ete trouve, et c'est ce qui fait l'objet 
de la prisente invention, un procede permettant de transformer en 
SAH mature une SAH produite par voie microbiologique sous forme de 

protgine fusionnee. 

Le procgde selon la presente Invention consiste : 

- a modifier in vitro le gSne de structure de la SAH de 
telle sorte qu'il posseae 6 codons supplSmentaires codant pour les 6 
premiers acides amines de la proteine ell du bacteriophage lambda, 
puis a lier le gene de structure ainsi modifie a la sgquence nuclgo- 
tidique qui precede naturellement le gene ell dans le genome du 
bacteriophage lambda et a un promoteur qui assure un niveau elevg de 
transcription, 

- a produire, dans des conditions definies, au moyen d'une 
bacterie hote contenant le gene modifig, une protgine hybride 
("pseudo-pro-SAH") constituge par les 6 premiers acides amings du 
gene ell suivis de la sgquence de la SAH mature, 

- a dgnaturer et rgduire puis renaturer la protgine 
hybride de facon a obtenir une protgine soluble dont la conformation 
est semblable a celle de la SAH d'origine naturelle, puis 

- a modifier in vitro , au moyen de la trypsine, la pro- 
tgine ainsi obtenue afin d'exciser le pseudo-pro-peptide et obtenir 
la SAH mature. 

II a ggalement gtg trouvg que la SAH mature peut Stre 
obtenue en utilisant une extension peptidique N-terminale ("pseudo- 
-pro-peptide") dont la sgquence differe de celle des 6 premiers 
acides amings de la protgine ell du bactgriophage lambda, a condi- 
tion que cette extension permette une expression suffisante de la 
protgine fusionnge, prgsente 1'hydrophilicitg ngcessaire et comporte 
un site de coupure par la trypsine. Par exemple, le "pseudo-pro-pep- 
tide" peut etre constitug par les 5 premiers acides amings de la 
sgquence-signal de la pgnicilline-amidase (6, si l'on compte le 
premier residu methionine) . 
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Dans ce qui suit, la signification des termes techniques 
utilises en biologie molSculaire est supposee connue (cf. par 
exemple J. Watson, biologie Moleculaire du GSne", edition francai- 
se, Inter Editions, 1978). Les mgthodes couramment employees en 
biologie molSculaire du gene sont decrites, par exemple, par T. 
Maniatis et coll., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, New-York, 1982). Dans ce qui suit seront decrits successive- 
ment la construction, les precedes d f expression du gene, la renatu- 
ration et la conversion par la trypsine de la "pseudo-pro-SAH". 

A -CONSTRUCTION DU GENE "pseudo-pro-SAH" . 
1. Preparation d'ARN messager de foie 

On utilise des cellules hepatiques, obtenues par exemple 
par biopsie, et on en extrait l'ARN messager selon la methode 
dScrite par exemple par V. Glisin et coll., Biochemistry (1974), J3, 
p. 2633 et suivantes ; et par R. Deeley et coll., J. Biol. Chem. 
(1977), 252 , p. 8310 et suivantes. On traite la biopsie par une 
solution de thiocyanate de guanidine 6M, et l f on purifie 1*ARN total 
par plusieurs cycles de precipitation dans l'ethanol S -20 °C, 
centrifugation et redissolution des culots de centrifugation. 

On enrichit la preparation en ARN messager par plusieurs 
cycles de chromatographic d'affinitS sur des colonnes d'oligo 
(dT) -cellulose, selon la technique dScrite par H. Aviv et P. Leder, 
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1972), 69, p. 1408 et suivantes. L'ARN 
messager ainsi isole, contenant 1 S 2 He l'ARN total, est conserve 
en solution aqueuse a -70°C. 

On peut determiner la proportion d T ARN messager specif ique 
de la serum-albumine humaine au sein de la population totale (par 
exemple par traduction in vitro d'un aliquot de la solution d'ARN 
dans des lysats de reticulocytes de lapin). Une mSthode consiste 5 
utiliser le lysat de reticulocytes fournis par la sociStS Amersham, 
suivant le protocole preconise par ce fournisseur. On peut ainsi 
determiner la fraction de proteine nSoformee immunoprecipltable par 
des anticorps anti-albumine au sein de l f ensemble des protSines 
ngoformees. On obtient par exemple une fraction de l'ordre de 6 %. 
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2. Synthese de cDNA et clonage dans E.coll 
a. Syn these du premier brin 

A partir de la technique de G.N. Buell et coll., J. 
Biol. Chem. (1978), 253 , p. 2471 et suivantes, modifiee, on utilise 
5 par exemple 5 jJg d f ARN messager total dans un volume final de 50 
microlitres d'une solution contenant : 100 mM Tris-HCl pH 8,3, 10 mM 
MgCl 2> 0,4 mM DTT, 20 mM KC1, 0,4 mM Na pyrophosphate, 1 mM de 
chaque nucleotide triphosphate (dNTP) , 100 Jjg/ml de o^.igo(dT) 12 -J8* 
0,5 U/ml d'inhiblteur de ribonucl€ases, 50 picomoles de traceur 
10 radioactif et 40 unites de Transcriptase reverse (SociStS Life 
Science, Inc.). 

La reaction de transcription rSverse de l'ARN messager 
en ADN complementaire (ADNc) se poursuit pendant 1 heure a 42°C. 

Le taux de synthese de ADNc est calculS par mesure du 
15 taux d 1 incorporation du traceur radioactif en molecules acido-pr£- 
cipitables, selon une technique connue. 

Apres 1 heure, on arrete la reaction par addition 
d'EDTA (20 mM), et l f on detruit l'ARN messager par digestion alca- 
line dans 50 mM de NaOH, a 42 °C, pendant 3 heures. 
20 On separe l'ADNc neoformS des dNTPs non-incorj^rSs et 

des produits de degradation alcaline des ARNs par chromatographic, 
par exemple, sur une colonne de Sephadex G100 (Pharmacia Fine Chemi- % 
cals). On obtient 1,5 vg d'ADNc simple brin Si partir de 5 ug d f ARN 
messager total. 
25 b. Synthese du deuxigme brin 

L'ADNc simple brin est converti en ADN double brin par 
action du fragment "Klenow" de l f ADN polymSrase I. 

Les conditions de reaction sont : 100 mM Hepes pH 7, 
10 mM MgCl 2 , 2,5 mM DTT, 70 mM KC1, 0,5 mM de chaque dNTP, et 
30 50 unites du fragment "Klenow" de I'ADN polymerase I (commercialisee 
par exemple par la Societe New England Biolabs Inc.). 

La reaction est poursuivie pendant 15 heures, 2l 15 °C, 
et l f on separe l f ADN double brin des dNTPs non incorpores 3 nouveau 
par chromatographie sur colonne de Sephadex G100. 
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c. Clonage de l'ADN double brln 

Pour supprimer les molecules d'ADN simple brin et 
obtenir un ADN double brln S extremltes f ranches, on traite les 
sequences non appariees par la nuclease selon la technique 
5 dgcrite par A. Efstradiatis et coll., Cell (1976), 7, p. 279 et 
sulvantes. On separe les ADNs nSoformgs double brln selon leur 
taille par centrifugation dans un gradient de saccharose. On utilise 
genSralement tin gradient de 5 % - 20 % de saccharose en 50 mK 
Tris-HCl pH 8,5, 10 rM EDTA, 800 nM NaCl, centrifuge a 210000 g 
10 pendant 15 heures, a 20 °C, et on effectue un fractionnement du 
gradient en aliquots apres centrifugation. 

On controle la taille des molecules dans chaque frac- 
tion par electrophorese d'echantillons faite en parallele avec des 
etalons d'ADN de tallies connues, et I'on regroupe les fractions 
15 contenant un ADN constitue par 1 1 enchalnement de plus de 500 paires 
de bases. 

Pour permettre le clonage de cet ADN on allonge d'abord 
ses extr&nites 3 T avec de l f oligo(dC), et on allonge parallelement 
les extremltes 3 f du site PstI du plasmide vecteur pBR322 avec de 
20 l f oligo(dG) selon la technique de F. Rougeon et coll., J. Biol. 
Chem. (1977), 252 , p. 2209 et sulvantes. 

On hybride alors 1 T ADN double brln dScrit ci-dessus au 
plasmide vecteur, selon par exemple la technique de L. Villa 
Komaroff et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1978), 75, p. 3727 
25 et sulvantes. 

On cree une "banque" de clones d'ADNcs de foie par 
transformation de la bacterie E.coli avec l'ADN alnsi dScrit selon 
la mSthode decrite par M. Mandel et A. Higa, J. Mol. Biol. (1970), 
53, p. 154 et sulvantes et M. Dagert et S.D. Erlich., Gene (1979), 
30 §j p. 23 et sulvantes. 
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d. Repgrage des clones d'ADNc albumlne 

On utilise une technique d'hybridation sur colonies £ . 
l'aide d' oligonucleotides synthitiques dont les sequences sont 
dgduites de la sequence protgique de 1' albumlne humalne (B. Meloun 
et coll., FEBS Letters (1975), 58, p. 134 et suivantes ; 
M. Grunstein et D. Hogness, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1975), 72, 
p. 3961 et suivantes ; R.B. Wallace et coll., Nucleic Acids Res. 
(1981), J9, p. 879 et suivantes). 

Les clones sont cultivSs par series de 96 sur milieu de 
Luria contenant 25 ng/ml de tetracycline, en boltes carrges, direc- 
tement sur des filtres de nitrocellulose. AprSs crolssance a 37°C 
puis amplification en presence de 250 Mg/ml de chloramphgnicol, les 
colonies sont lysees par la soude puis hybridSes avec les oligonu- 
cleotides radioactivgs en 5' par kination, dans une solution conte- 
nant : 5 X SSC, 0,5 % NP 40, 100 ng/ml ADN de sperme de saumon 
denature par gbullition et refroidi rapidement dans la glace, 
0,5 ng/ml d'oligonuclgotide kinasg. L'hybridation est effectuge a 
37 °C pendant 18 heures. On lave ensuite les filtres en 5 X SSC, a 
25 °C, puis 37 °C, puis 45 °C et ce pendant quatre fois 15 minutes a 
chaque gtape. 

Les filtres sont alors exposgs sur films Kodak X-OMAT, 
I -70 *C, avec un gcran amplif icateur pendant 15 I 24 heures. Les - 
clones hybridants avec les sondes sont rgisolgs puis lysgs. L'ADN 
plasmidique est purifig par centrifugation en milieu chlorure de 
cgsium-bromure d'gthidium selon une technique connue. 

On sgquence l'ADN de 1* insertion par la technique de 
Maxam-Oilbert (A. Maxam et W. Gilbert, Methods Enzymol. (1980), 65, 
p. 499 et suivantes) pour comparer la sgquence protgique dgrivge de 
la sgquence nuclgotidique et celle de la sgrum-albumine humaine. 

On identif ie ainsi une sgrie de clones dont les inser- 
tions correspondent a 1» ensemble du ggne de la sgrum-albumine 
humaine. 
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Dans la figure 2 est representee la carte de restric- 
tion du gene de la serum-albumine, ainsi que la position de trois 
des insertions les plus representatives, designees par "pTIBll", 
,f pAA38 ,r , tf p6D8". 

e. Incorporation au gene de structure d T un codon 
d' initiation (figure 3) 

a) On digSre l'ADN du plasmide "pTIBll" par les enzymes 
PstI et PvuII, et on isole un fragment d'ADN de 125 paires de bases, 
correspondent a la sequence de 1 T extremite 5 f du gene de la serum- 
-albumine (acldes amines n° 1 a 62) • On fixe a l 1 extremite PvuII une 
sequence de jonctlon constitute du site de reconnaissance de l f enzy- 
me BamHI. On obtient ainsi un fragment Pstl-BamHI. 

On prepare d f autre part un oligonucleotide synthS- 
tique ayant 21 bases de long, possedant un triplet "ATG" devant les 
nucleotides codant pour les acides amines de la serum-albumine 
humaine ainsi qu f un site de restriction Ncol, et dont la sequence 
est la suivante : 5 1 GAATCCATGGATGCACACAAG 3 f . 

On denature le fragment d'ADN Pstl-BamHI, et on 
l f hybride avec l f oligonucleotide synthetique, L f hybridation se fait 
par la sequence 5 * . . . GATGCACACAAG 3 1 , l f extremite 3' du brin d'ADN 
complementaire etant desappariee. On digSre les extr Suites dSsap- 
pariees, puis on polymerise dans le sens 5 f ...3 f avec le fragment 
"Klenow" de l'ADN polymerase I, d'apres les techniques de 
H. Jacobsen et coll., Eur. J. Biochem. (1974), 45, p. 623 et sui- 
vantes . 

On obtient ainsi un fragment contenant en 5 1 une 
extremite franche, un site Ncol puis le triplet ATG et en 3 f un site 
BamHI* 

b) On realise la ligation de trois fragments d'ADN : 
1) un fragment EcoRI-BamHI du plasmide "pLG200" (L. 
Guarente et coll., Cell (1980) 20, p. 543 et suivantes) portant un 
gSne de resistance aux antibiotiques , l'origine de replication et 
I 1 extremite 3 f du gene de la 0-galactosidase, 
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2) un fragment EcoRI-PvuII du plasmide "pGLlOl" (G. 
Lauer et coll., J. Mol. Appl. Genet. (1981), 1, p. 139 et suivantes) 
portant le promoteur P lac et le site de fixation de ribosome (RBS) 

du gene lacZ d' E.coli , 
5 3) le fragment d'ADN mutaggnisg codant pour lea 62 

premiers acides amines de l'albumine humaine. 

On isole un plasmide (pXL52) qui realise une fusion 

de 1'extremitS 5' du gene de la sgrum-albumine humaine avec le g§ne 

de la 0-galactosidase d' E.coli . 
10 f . Construction du g§ne complet (figure 3) 

On digere l'ADN du plasmide "p6D8" par EcoRI, et 

partiellement par BglH, selon une technique dSja decrite. On isole 

le grand fragment EcoRI-Bglll contenant la sequence codant pour lea 

405 derniers acides amines de la sgrum-albumine humaine puis l'ori- 
15 gine de replication du plasmide et le gene de resistance a la 

tetracycline. 

On digere l'ADN du plasmide "pXL52" decrit ci-dessus 
par EcoRI et Sau3A, et on isole un fragment contenant 200 paires de 
bases. 

20 On digere l'ADN du plasmide "pAA38" par Sau3A et on 

isole un fragment contenant 540 paires de bases. 

On ligature les trois fragments (dans l'ordre [pXL52 
EcoRI-Sau3A] - [ P AA38-Sau3A] - [ P 6D8 Bglll-EcoRI]) en tirant profit 
de la compatibilitS entre les sites Sau3A et Bglll. On obtient un 

25 plasmide appele "pXL53", dont la qualite de la construction est 
contrSlee par un sequencage complet du fragment compris entre le 
site EcoRI et le site PstI correspondent a la jonction de 1' inser- 
tion et du plasmide vecteur. 

La sequence nucleotidique complete, ainsi que la se- 
quence protgique dgrivSe, sont reprgsentges dans les figures 4 et 5. 
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Les variations observees entre cette sequence et la 
sequence proteique publiSe (B. Meloun et coll, FEBS Letters (1975), 
58 , p. 134 et suivantes ; M. Dayhoff, Atlas of Protein sequence and 
structure (1978), 5^ supplement 3, p. 306) sont les suivantes : 



Position Meloun et coll. S erum-albumine humaine dSduite 

de la sequence de "pXL53" 

131 Glutamine Acide glutamique 

364 Histidine Alanine 

367 Tyrosine Histidine 

370 Alanine Tyrosine 

381 Valine Methionine 

464 Acide glutamique Histidine 

465 Histidine Acide glutamique 
501 Glutamine Acide glutamique 



3. Construction de systemes d f expression de la methionyl-serum- 
-albumine humaine 

a. Utilisation du promo teur "P L " du bactSriographe lambda 

On linearise le plasmide "pXL53" par digestion partiel- 
le par l f enzyme Ncol, en ne considerant que le site Ncol en 5' du 
codon d f initiation et on forme des bords francs par remplissage 
selon la technique de R.M. Wartell et W.S. Reznikoff, Gene (1980), 
9, p, 307 et suivantes). 

On synthetise un "adaptateur" contenant en 5* une 
sequence correspondant au site de reconnaissance d'une enzyme de 
restriction telle que Banffll, puis une sequence correspondant a un 
site de fixation de ribosomes (RBS "consensus" ou "theorique") . La 
sequence de l f adaptateur est : 5 1 GGATCCTAGGAGGAAC 3 f . 

La ligation de I'adaptateur en 5 f d f un ADN a bords 
francs a etg dScrite, par exemple, par C*P, Bahl et coll., Gene 
(1976), 1, p. 81 et suivantes. 
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La methode consiste S effectuer la reaction sur 20 
microlitres d T une solution contenant 50 mM Tris, HC1 pH » 7,5, 10 mM 
MgCl 2 , 15 mM DTT, ImM ATP, 50 pg/ml d f adaptateur, 20 jjg/ml d*ADN et 
1 unitg d'ADN-ligase (New England Biolabs Inc.), La reaction est 
5 poursuivie pendant 10 heures & 15 °C. Cette ligation cr§e un site 
BamHI sans supprimer le site Ncol. 

On diggre le produit de ligation par BamHI et par 
HinDIII. Du fait de la presence d f un site HinDIII en 3 1 du gene de 
la serum-albumine humaine, on obtient un fragment d f ADN contenant la 
10 totalite de la sequence codante. 

On sous-clone le fragment HinDIII-BamHI ainsi obtenu 
par exemple dans le plasmide "pBR322" en transf ormant E.coli selon 
la methode deja decrite ci-dessus pour obtenir le plasmide M pXL61". 

Le plasmide ff pXL61 ,f ne contient pas de promoteur. 
15 Le promoteur ,f P L ff du bacteriophage lambda est placS sur 

le chromosome du bacteriophage entre un site Bglll et un site BamHI 
(voir E.- Szybalski et W. Szybalski, Gene (1979) 7> p. 217 et suivan- 
tes), et dont la sequence nucleotidique est connue (F. Sanger et 
coll., J. Mol. Biol. (1982), 162 , p. 279 et suivantes). On peut 
20 doner ce fragment et modifier ses sites de restriction selon des 
mSthodes connues. 

On note que les plasmides portant doivent etre * 
propages dans des souches de E.coli portant le gSne rSpresseur cl, 
ceci afin d'eviter que ce promoteur ne s f exprime de facon constitu- 
25 tive. 

Dans une premiSre construction, P^ est disponlble sous 
forme d'un fragment BamHI a partir du plasmide "pPL-lambda" (Pharma- 
cia P.L. Biochemicals) . L f insertion de ce fragment BamHI dans le 
site BamHI du plasmide "pXL61" permet d* obtenir le plasmide "plO^S", 
30 dans lequel on a verifiS que l f orientation du promoteur par rapport 
au gene de structure de la serum-albumine humaine est correcte. 
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D'autres constructions peuvent etre rSalisees a partir 
de plasmides disponibles. On peut, par example, exciser du plasmide 
"pP -lambda" un fragment Haelll-Haelll contenant le promoteur P L et 
l'inserer dans le site Smal d T une sequence de clonage multisites 
portee sur un plasmlde, tel que le plasmlde "pUC8" (J, Vieira et 
J. Messing, Gene, (1982), 79, p. 259 et suivantes) pour obtenir 
"pUC8-P"" dans lequel le site EcoRI est en 5 f du promoteur. 

A partir du plasmlde "pPSl" (P. Sarmientos et coll., 
Cell (1983), 32, p. 1337 et suivantes), on peut d'abord detruire le 
site HinDIII le plus proche du site Ndel (figure 3) puis remplacer 
le petit fragment EcoRI-HinDIII par, d f une part, le fragment EcoRI- 
BamHI du plasmlde "pUC8-P L " contenant le promoteur P L , et, d f autre 
part, le fragment BamHI-HinDIII du plasmlde ,r pXL61" contenant le 
gene de la serum-albumine. On obtient ainsi le plasmide "pXL70 IT dans 
lequel l f ensemble Pj-RBS "consensus"-ATG-g&ie de la serum-albumine 
humaine est porte sur un fragment d'ADN EcoRI-HinDIII. 

b. Remplacement du RBS "consensus" par celui du gene ell 
du bacteriophage lambda 

Le gene ell du bacteriophage lambda, dont la sequence 
et le site d T initiation sont connus, peut etre traduit avec effica- 
cite (E. Schwarz et coll., Nature (1978), 272 , p. 410 et suivantes). 

On construit un plasmide contenant le systeme d T expres- 
sion "Promoteur "P" - RBS ell - ATG - gene serum-albumine". 

Lt 

Par exemple, on peut apres avoir detruit le site BamHI 
de "pUC8-P " par action de l f enzyme SI (A.J. Berk et P. A. Sharp, 

la 

Cell (1977), 12, p. 72) isoler un fragment EcoRI-HinDIII contenant 
le promoteur P T et ensuite lier ce fragment avec le grand fragment 

■Li 

EcoRI-HinDIII du plasmide "pDS20" (G. Duester et coll., Cell (1982), 
30, p. 855 et suivantes), pour obtenir le plasmide "pXL73". 

Le RBS du gSne ell est extrait du plasmide "pPSl". On 
digere ce plasmide par Ndel et on insere un adaptateur BamHI apres 
formation d'extrSnitSs tranches. On excise alors le RBS sous forme 
d'un fragment HinDIII-BamHI. 
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On construit d f abord un plasmide "pXL88" dans lequel ce 
fragment HinDIII-BamHI est liS au grand fragment HinDIII-BamHI du 
plasmide "pXL73". Dans le nouveau plasmide "pXL88" , le RBS ell est 
insere dans la bonne orientation par rapport au promoteur P L » le 
tout dans un systeme multisites de telle sorte que l f ensemble Pj-RBS 
ell soit porte sur un fragment d f ADN EcoRI-BamHI de 578 paires de 
bases. 

Le fragment EcoRI-BamHI de 578 paires de bases est 
sous-clone entre les sites EcoRI et BamHI du plasmide "pMC1403" 
(M.J. Casadaban et coll., J. Bacteriol. (1980), 143 , p. 971 et 
suivantes) qui porte le g§ne de la 0-galactosidase (lacZ) aprSs le 
site BamHI. Cette construction conduit au plasmide "pXL91" dans 
lequel le g§ne de la 0-galactosidase est t exprim§ sous controle du 
systeme f, P L -RBS ell". 

On sous-clone le fragment BamHI-Bglll du plasmide 
"pXL61" decrit precedemment dans le site BamHI du plasmide 
"pMCl403". (La ligation d f un site Bglll dans un site BamHI est 
possible, mais l f excision par BamHI en Bglll ne l'est plus ; il ne 
reste done qu f un site BamHI) . 

Cette construction ("pXL71") aboutit a 1' insertion d f un 
fragment d'ADN de 700 paires de bases comportant la sequence 
"BamHI-[RBS "consensus "-ATG-NcoI-g§ne partiel de la sSruro-albumine ^ 
(codant pour les acides amines 1 a 218)-gene de la 0-galactosidase]. 

On coupe ce plasmide par BamHI et Sad (Ifc site SacI 
est present dans le gene de la 0-galactosidase) tft on l f iiisgre dans 
le plasmide ,f pXL91" dScrit prScedemment a la place du fragment 
preexistant BamHI-SacI. 

On aboutit alors au plasmide M pXL97" dont l f insertion a 
la structure suivante : "Site EcoRI - P £ - RBS ell - site BamHI - 
RBS "consensus"- site Ncol - ATG - gSne partiel de la sSrum-albumine 
-gene de la 0-galactosidase". 
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On digere le plasmide "pXL97" par BamHI et partielle- 
ment par Ncol en ne consid&rant que le site Ncol proche du codon 
d* initiation et on forme les bords francs par action de la nuclease 
SI, puis on le referme sur lui-meme. Cette manipulation, d f une part, 
supprime la sequence d f ADN du RBS "consensus" et, d f autre part, met 
en phase un ATG du RBS ell avec la sequence de la serum-albumine. 

On obtient ainsi le plasmide lf pXLl36" qui comporte la 
sequence "site EcoRI-P T -RBS dl-ATG-gene partiel de la serum-albu- 
mine-gSne de la 0-galactosidase". 

Le gene partiel de la serum-albumine possedant un site 
PvuII, on digere le plasmide "pXL136" par EcoRI et PvuII et on 
extrait un fragment de 760 paires de bases qui est insert entre les 
sites EcoRI et PvuII du plasmide "pXL70" decrit precedemment. On 
obtient ainsi le plasmide "pXLl39" qui porte la structure "Pj-RBS 
cll-g&ie serum-albumine complet" sur un fragment EcoRI-HiriDIII, 
comme le plasmide "pXL70" et qui porte la substitution RBS "consen- 
sus" par celui du gene ell. 

On coupe le plasmide "pXL139" decrit precedemment au 
site unique Sail, entre le promoteur PL et le RBS ell. On digere 
l'ADN par 1* enzyme Bal31, de telle sorte que le site de fin de 
transcription tRl en 5' du RBS ell soit digere puis on ajoute un 
adaptateur HinDIII et on isole le fragment HinDIII-Xbal contenant le 
RBS ell ampute de tRl et les 357 premiers codons du gene de la 
serum-albumine humaine. On combine ce fragment HinDIII-Xbal avec 
d f une part le fragment Xbal-EcoRl du plasmide pXL139 contenant la 
fin du gene de la serum-albumine humaine et d f autre part le fragment 
EcoRI-HinDIII portant le promoteur ? L obtenu a partir du plasmide 
pUC8-P T apres destruction du site BamHI. On obtient ainsi le plas- 
mide pXL324. 
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4. Construction d'un plasmide d' expressi on pour la "pseudo-pro-SAH" 

Dn fragment d'ADN est construit par hybridation de deux 
oligonucleotides synthStiques ayant la structure donnge dans la 
figure 6A. La sequence contient un codon de demarrage "ATG" suivi 
par les 6 premiers codons du gene ell du bacteriophage lambda. Ce 
fragment possSde une extremity cohesive de type HinDIII et une autre 
extremitS cohSsive de type Sail. Ce fragment synthetique est clone 
entre les sites HinDIII et Sail du vecteur M13mpl0 (J. Messing, 
Methods Enzymol., (1984), 101, p.20 et suivantes) . Le DNA en forme 
replicative purifie a partir de cellules infectees par le bacterio- 
phage resultant est utilise dans l'etape suivante de construction. 

Dn fragment Sall-Bglll de 765 paires de bases provenant du 
plasmide P XL324 contenant le debut du gene (ADNc) codant pour la SAH 
est clone dans ce bacteriophage recombinant. La souche de E.coli 
15 JM101 est infectee par ce nouveau bacteriophage et le surnageant 
d'une culture de 5 heures est utilise comme source de particules 
phagiques contenant l'ADN simple brin caracteristique des phages 
filamenteux de type M13. Ce simple brin sert ensuite de matrice pour 
une mutagenSse dirigee par oligonucleotide permettant de supprlmer 
la sequence comprise entre le sixieme codon du gene ell et le 
premier codon de la SAH mature (GAT) selon les methodes dgcrites, 
par exemple, par J.P. Adelman et coll., DNA (1983), 2, p. 183. . 
L 1 oligonucleotide utilise dans cette mutagenese dirigee est decrit 
dans la figure 6B. Le phage resultant contient le debut d'un nouveau 
gene fusionne. La structure de fragment d'ADN utilise dans les 
constructions ulterieures est verifiee par la methode de sequencage 
enzymatique (F. Sanger et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. DSA, (1977), 
74, p. 5463). 
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Une reconstruction du g§ne complet codant pour la fusion 
"pseudo-pro-SAH" est ensuite effectuee. Un vecteur contenant un gene 
de resistance a l f ampicilline, une origine de replication, un 
terminateur de transcription et une partie de l f ADNc codant pour la 
5 SAH est prepare a partir du plasmide pXL70 en traitant ce plasmide 
par les enzymes de restriction EcoRI et PvuII. Le fragment de 7200 
paires de bases environ est purifie par electrophorese en gel 
d 'agarose et electroelution. Un fragment de 430 paires de bases 
contenant le promo teur P^ et le site d'accrochage sur le ribosome 

10 (RBS) modifie du gene ell est purifiS a partir d f une digestion du 
plasmide ,f pXL324" par les enzymes EcoRI et Ndel par electrophorese 
en gel de polyacrylamide et SlectroSlution. Un fragment Ndel-PvuII 
de 200 paires de bases contenant le dSbut du gene hydride dl-SAH 
est purifie a partir de la forme replicative du bacteriophage M13 

15 recombine modifie par mutagenSse in vitro decrite ci-dessus. Une 
reaction de ligation a trois partenaires a ete effectuee. Le plas- 
mide resultant est appele "pXL462 ,f (figure 7). 

Le plasmide tf pXL462" a ete introduit dans la souche G819 
par transformation. Cette souche est derivee de la souche E103S 

20 (L. SIMON, Waksman Institute for Microbiology, Rutgers-The State 
University, Piscataway, N.J.,USA) par transformation avec le plas- 
mide pRK248clts (H-U. Bernard et coll., Gene (1979), p. 59 et suivan- 
tes). Ce plasmide est compatible avec "pXL462" et porte le gene cl 
du bacteriophage lambda qui code pour un represseur thermosensible 

25 du promoteur P T . Ce represseur devient en ef f et inactif au-dessus de 

la 

38,5°C. La souche obtenue porte le numSro G1398. 
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A partir du plasmide pXL462, d'autres plasmides ont St 6 
constrults ou le promoteur P^ contenu sur un fragment de restriction 
EcoRI-HinDIII a Ste remplacS par differents promoteurs bact§riens 
inductibles. La construction de ces plasmides a utilisS le site Xbal 
unique de pXL462 et une reaction de ligation a trois partenaires du 
type de celle dScrite ci-dessus (voir figure 7). La prSsente inven- 
tion ne dependant pas du type de promoteur bactSrien utilisfi, seul 
le cas du plasmide pXL462 portant le promoteur P L sera gvoque dans 
ce qui suit. 

B. PRODUCTION DE cII-SAH PAR VOIE MICROBIOLOGI QUE 

1. Culture et Induction 

A partir d'un reisolement de la souche G1398 sur une boite 
de PStri gelosee a base de milieu LB contenant 50 microgrammes/ml 
d'ampicilline (LBAp) prealablement incubSe a 30°C, une prSculture 
est diluee 100 fois dans le meme milieu et la culture est incubge a 
30°C avec agitation, Lorsque la densite optique lue a 610 nanomStres 
atteint 1,0 la culture est alors portee a 42 °C pendant 90 minutes 
avec agitation. 

2. Sonication, recuperation de la cII-SAH 

Le culot cellulaire collecte par centrifugation est 
resuspendu dans 1/30 de volumes de PBS (0,2 g/1 KC1, 0,2 g/1 KH 2 P0 4 , " 
8 g/1 NaCl et 1,25 g/1 Na 2 HP0^). Apres incubation pendant 15 minutes 
a une temperature voisine de 20 °C en presence de lysozyme de blanc 
d'oeuf a 1 mg/ml, la sonication des bacteries est effectuSe a 0°C, 
par exemple, avec un sonicateur Branson (ModSle B30) en mode continu 
pendant deux fois six minutes avec ref roidissement . La fraction 
insoluble est collectSe par centrifugation a 12000 g £ 4°C pendant 
15 minutes puis lavSe par du PBS et sSchee sous vide a 30 °C pendant 
15 minutes. 



20 



0236210 



3. Denaturation, reduction et renaturation 

Le culot de sonication contenant les produits insolubles 
■ 

provenant de 1 litre de culture est repris dans 4 ml de solution d§- 
naturante et reductrice (6M guanidine-HCl, 0,1M KH^O^ pH 7,5, 0,1M 
0-mercaptoethanol) . La suspension ainsi obtenue est agitee doucement 
en tube fermS a 4°C pendant 16 heures. Dne solution presque limpide 
est alors obtenue .Un leger precipitS insoluble est eliminS par cen- 
trifugation. Une dilution au 1/100 du surnageant est effectuee dans 
une solution de renaturation (50 mM Tris-HCl pH 8,5, 100 nM NaCl, 1 
mM EDTA) et ce melange est laisse a 4°C pendant 24 heures. La 
solution est ensuite centrifugie pour eliminer une opalescence 
blanchatre. Le surnageant obtenu est concentre environ 100 fois par 
ultrafiltration (membrane a "cut-off" de 30.000 daltons ; par 
exemple en utilisant les unites d T ultrafiltration a usage unique 
Millipore CS-30) , de nouveau clarifie par centrifugation puis 
dialysS contre un tampon phosphate (Na) 20 mM pH 7,5. La proteine 
fusion cII-SAH (pseudo-pro-SAH) ainsi obtenue est homogene a plus de 
90 % d f apres une analyse par glectrophorese sur gel de polyacryla- 
mide SDS. 

4. Conversion de la cII-SAH en SAH mature 

Une solution de trypsine (prSparee par exemple a partir de 
trypsine lyophilisee pour usage analytique conmercialisee par 
Boehringer Mannheim) est preparee dans la solution de reaction. La 
cII-SAH est traitee a une concentration, par exemple de l r ordre de 
1 mg/ml, avec une quantity de trypsine comprise entre 1/5000 et 
1/1000 (rapport massique a la SAH) a 37 °C pendant 30 a 60 minutes 
dans un tampon phosphate (Na) 50 mM pH 7,5, 50 pM CaCl 2 . 
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5. Verification de la coupure 

II est possible de suivre la reaction de conversion par la 
trypsine sur un gel de poly aery lamide non denaturant (figure 8) . A 
cause de la presence de plusieurs acides amines charges positivement 
dans l f hexapeptide N-terminal, la migration electrophoretique de la 
cII-SAH est plus lente sur ce type de gel que celle de la SAH 
native. Sur la figure 4, on peut voir que la SAH commerciale n'est 
pas modifiee de facon appreciable par la trypsine dans la gamme de 
concentrations utilisee. Par contre, la cII-SAH est convertie par 
l f action de la trypsine en une mol&cule qui co-migre avec la SAH 
commerciale. La sequence N-terminale de cette proteine modifiee par 
la trypsine a ete examinee par degradation de Edman et les resultats 
obtenus conf irment bien que le site de protSolyse est situS apres le 
dipeptide Lys-Arg, £ la fin de la partie ell de la protSine hydride. 
La proteine ainsi ggneree possede l'acide aspartique comme rSsidu 
N-terminal ; elle est done identique a la SAH d'origine naturelle. 

Dans la demande de brevet europeen EP 86400618.4, publiSe 
sous le numero 200590, au nom de la demanderesse, a §t§ decrite la 
construction du plasmide fl pXL288". Apres introduction dans une 
souche appropriSe d y E.coli , ce plasmide (figure 9) permet l f expres- 
sion a haut niveau d f une proteine hybride, non maturSe in vivo , 
constitute par la fusion entre le peptide signal de la pSnicilline G 
amidase (PAM) (EC 3.5.11 ; pgnicilline aminohydrolase) de E.coli et 
la SAH mature. 

Le plasmide "pXL288 ,f est caracterisg en ce qu f il contient 
le promoteur Ptrp de l f operon tryptophane de E.coli en amont du 
promoteur de la PAM, le site de fixation des ribosomes du gene de la 
PAM, le codon d f initiation ATG et les nucleotides du peptide signal 
de la PAM fusionnSs avec le gene de structure de la SAH. 

L'extremitS N-terminale du peptide leader de la PAM 
contient une sequence de 5 acides aminSs basiques. Cette basicitS 
constitue une des caractSristiques gSnSrales d f un peptide signal de 
sScrition (M.E.E. Watson, Nucl. Acids. Res., 12, p. 5145 et suivan- 
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tes) . II a maintenant StS trouvS que les 6 premiers acides amines de 
ce peptide signal (Met Lys Asn Arg Asn Arg-, "PAM 1") peuvent jouer 
le role de sequence "pseudo-pro". 

Dans ce but, les nucleotides correspondant aux acides 
amin€s 7 a 26 du peptide leader de la PAM ont €te supprimes afin de 
fusionner exactement la sequence ,f PAMl" a la sequence de la SAH 
mature en utilisant la technique de suppression dirigee par oligonu- 
cleotide dScrite prScedemment (figure 9). L f oligonucleotide permet- 
tant de rSaliser cette suppression est represents par la figure 11A. 
La sequence modifiee est ensuite substitute dans le plasmide 
"pXL288" pour donner le plasmide "pXL641" dont la structure est la 
suivante : "EcoRl-Ptrp-Sall-[Promoteur PAM-RBS PAM-sequence nucleo- 
tidique codant pour PAMl]-gene SAH". 

Deux derives de la sequence "PAM1" sont construits par 
mutagSnese dirigSe par oligonucleotide, apres sous-clonage dans le 
bacteriophage M13mpl8amIV, selon la mSthode decrite par P. CARTER et 
coll., Nucl. Acids Res., 1985, 13, p. 4431 et suivantes. Les oligonu- 
cleotides permettant de realiser cette mutagenSse sont representes 
dans les figures 11B et 11C. AprSs reconstruction, deux plasmides 
analogues au plasmide "pXL641" contenant les sequences codant pour 
"PAM2" (Met Lys Asn Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL740") et "PAM3" (Met 
Lys Lys Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL741") sont obtenus (figure 10) . 

Apres Introduction des plasmides "pXL641", "pXL740" et 
"pXL741" dans une souche appropriee de E.coli telle que E.coli 54125 
(Collection de l f Institut Pasteur), on obtient des souches produi- 
sant respectivement les protSines hybrides PAM1-SAH, PAM2-SAH et 
PAM3-SAH I des taux de l T ordre de 5 5 10 mg/1 de milieu pour une 
absorbance de 1 a 610 nm en operant dans les conditions dScrites 
dans la demande de brevet europeen EP 86400618.4 (200590). 

La proteine hybride se trouve dans la fraction insoluble 
du lysat cellulaire et peut etre renaturee et partiellement purif iSe 
selon les methodes decrites pr Scedemment . Chaque protgine hybride 
obtenue apres renaturation peut etre convertie en SAH mature par 
digestion menagee au moyen d f une concentration optimisee de trypslne 
dans les conditions dScrites precedemment . 
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Conformement aux dispositions du Traite de Budapest, ont 
ete deposes au CBS a Baam (Pays-Bas) le 3 fevrier 1987 : 

- Un echantillon du microorganisme E.coli E103S (pRK 248 
cl ts ) contenant le plasmide pXL 462 (souche G-1398) sous le numero 

5 CBS 143-87. 

- Un echantillon du microorganisme E.coli B contenant le 
plasmide pXL 641 (souche G-2083) sous le numero CBS 144-87, 

- Un echantillon du microorganisme E.coli B contenant le 
plasmide pXL 740 (souche G-2146) sous le numero CBS 145-87. 

1Q - Un echantillon du microorganisme E.coli B contenant le 

plasmide pXL 741 (souche G-2147) sous le numero CBS 146-87. 
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- - REVINDICATIONS 

1. Procede de preparation d'une pro t Sine hybride contenant 
une extension peptidique N-terminale hydrophile terminSe par un site 
prSferentiel de coupure par la trypsine fusionnee avec la sequence 
peptidique de la serum-albumine humaine mature caract€rise en ce que 
l'on cultive une souche d f E.coli capable d f assurer le maintien d f un 
plasmide contenant la sequence nuclSotidique codant pour 1 T extension 
peptidique N-terminale fusionnee a la sequence nuclSotidique codant 
pour la s erum-a Ibumine humaine mature dont l f expression est contro- 
lee par un promoteur bacterien inductible. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que 
les codons codant pour 1 T extension peptidique N-terminale sont 
choisis parmi les sept premiers codonfi du gene ell du bacteriophage 
lambda et les six premiers codons du gene de la penicilline amidase 
eventuellement transformes par mutag&iese dirigee. 

3. Procede de preparation d'une proteine hybride contenant 
line extension peptidique N-terminale fusionnee avec la sequence 
peptidique de la serum-albumine humaine mature caractgrise en ce que 
l f on convert it la molecule denaturee et insoluble obtenue selon 
I'une des revendications 1 ou 2 en une molecule renaturee et soluble 
en utilisant une mSthode de denaturation et renaturation permettant 
un rearrangement des structures secondaire et tertiaire de la chaine 
polypeptidique • 

4. ProcSde selon l'une des revendications 1, 2 ou 3 
caract§ris§ en ce que la protSine hybride est convertie par la 
trypsine en une proteine identique en structure primaire a la 
serum-albumine humaine mature. 
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5. Le plasmide "PXL462 11 caracterisS en ce qu f ll contient 
le promoteur P T , le site de fixation des ribosomes du gSne ell prive 
du signal de terminaison de la transcription tRl, le codon d f initia- 
tion ATG et les six premiers codons du gene ell fusionnes avec le 

5 gene de structure de la sirum-albumine humalne mature. 

6. La proteine hybride comprenant a l'extr&aite N-termi- 
nale les sept premiers acides amines de la pro t Sine ell du bacterio- 
phage lambda, (Met)-Val-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, fusionnSs avec la 
sequence peptidique de la serum- albumine humalne mature, lorsqu'elle 

10 est obtenue par culture d'une souche d y E.coli capable d f assurer le 
maintien du plasmide fl pXL462". 

7. Le plasmide ff pXL641" caracterisS en ce qu'il contient 
le promoteur Ptrp suivi du promoteur de la penlcilline amidase, le 
site de fixation des ribosomes du gene de la penlcilline amidase et 

15 les six premiers codons du gene de la penlcilline amidase fusionn6s 
avec le gene de structure de la sSrum-albumine humaine mature, 

8. La prot€ine hybride comprenant a l'extr&nite N-termi- 
nale les six premiers acides amines de la pSnicilline amidase, 
Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, fusionn€s avec la sequence peptidique de la 

20 serum-albumine humaine mature, lorsqu T elle est obtenue par culture 
d'une souche d' E.coli capable d f assurer le maintien du plasmide 
"pXL641 ,f . 

9. Le plasmide "pXL740" caracterisS en ce qu f il contient 
le promoteur Ptrp suivi du promoteur de la penlcilline amidase, le 

25 site de fixation des ribosomes du gene de la p6nicilline amidase et 
les six premiers codons d f un gene de la pSnicilline amidase modifie 
par mutagenese dirigSe fusionnes avec le g§ne de structure de la 
serum-albumine humaine mature. 

10. La proteine hybride comprenant 3 l'extremitS N-termi- 
30 nale les six premiers acides amines d f une pgnicilline amidase 

N-terminale modifiee par mutagSnSse dirigee, Met-Lys-Asn-Arg-Lys- 
-Arg, fusionnes & la sequence peptidique de la sfirum-albumine 
humaine mature , lorsqu 1 elle es t ob tenue par culture d 1 une souche 
d' E.coli capable d f assurer le maintien du plasmide "pXL740". 
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11. Le plasmide "pXL741 ,f caracterise en ce qu f il contient 
le promo teur Ftrp suivi du promo teur de la penicilline amidase, le 
site de fixation des ribosomes du gene de la penicilline amidase et 
les six premiers codons d f un gene de la penicilline amidase modifie 

5 par mutagenese dirigee fusionnes avec le gene de structure de la 
s erum-albumine humaine mature. 

12. La proteine hybride comprenant a l'extremite N-termi- 
nale les six premiers acides amines d r une penicilline amidase 
modifiee par mutagenese dirigee, Met-Lys-Arg-Lys-Arg, fusionnes avec 

10 la sequence peptidique de la s erum-albumine humaine mature, lors- 
qu f elle est obtenue par culture d f une souche d f E.coli capable 
d T assurer le maintien du plasmide "pXL741". 
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stucture de la "prepro-sah" 



FIGURE I 
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A * Oligonucleotide codant pour les 6 premiers ccdons du gene ell 

MetVal Arg Ala Asn Lys Arg 
5'-AGCTTCATATGGTTCGTGCAAACAAACGCG-3* 

3'- AGTATACCAAGCACGTTT'GTTTGCGC AGCT-5" 



B. Oligonucleotide utilise pour la Mutagenese par deletion. 



5'-TCGTGCAAACAAACGC6CATGCACACAAGAGT-3" 
< — jv»« 1 

CI! S AH 



OLIGONUCLEOTIDES SYNTHETIQUES 
EMPLOYES DANS LA CONSTRUCTION DE 
LA cII-SAH 



Figure 6 
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PLASMIDE D 'EXPRESSION "PSEUDO-PRO-SAH" 
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a b c d q £ g h i j k 1 
i ' t t - 1 t i ! ! "i j 2 




cII-SAH 



SAH mature 



aU : SAH commerclale (sigma) 

g i 1 : cII-SAH d'origine micro biologique ("pseudo-pro-SAH) 

a , g : pas de trypsine 

b , h : 0,1 pg/ml trypsine 

c , i : 0,2 ug/ml trypsine 

d , j : 0,4 yg/ml trypsine 

e , k : 0,8 yg/ml trypsine 

f , 1 : 1,6 pg/tal trypsine 

[SAH] lmg/ml f L heure d* incubation 1 37 # C. 

analyse : gel de polyacrylaaide 10 Z non dSnaturant. 



Conversion de la cII-SAH en SAH mature 



Figure 8 




Plasmide d' expression de la fusion "Peptide signal PAM-SAH" 



EcoRI 

. raTTCCCTmTJflCflflTTAATCAT^^ 
Proeoteur Tryptophane 

Hindi 1 1 

aaraGPtt rerecTTC^^ 

Proaotaur at Site da fixation das ri b o ro a n r de PAH 



flTG AAA AAT RGB ART CGT flTG fiTC GTO flftC TGT GTT ACT CCT TCC CT6 
ttet Lys ftsn Arg flsn Arg. net I le Ual ftsn Cys Ual Thr flla Ser Leu 

a sequence signal de la PAH... 

< sequence dele tee pour construire 

flTG TflT TAT TGG AGC TTfl CCT GCA CT6 GCT GflT GCA CAC flfiG. . . 
ttet.Tur Tyr Trp Ser Leu Pro flla Leu Ala Asp flla His Lys. . . 

• ...••••-•-•••••••••••«••••••••••••••• • • * • SflH» 

Pflm-SAH : > 



Sequence des signaux d' expression et du d6but de la fusion 
"Peptide signal PAM-SAH" de pXL288. 
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A. SEQUENCES DES AC IDES AMINES DES DIFFERENTS SEGMENTS "PSEUDO-PRO" 



Cll-SAH: 



PAM1: 



MET VAL ARQ ALA ASN LYS ARG-ASP 
ATQ QTT COT 9CA AAC AAA CGC QAT.. 

aalSAH 

MET LYS ASN ARQ ASN ARQ- ASP 
ATQ AAA AAT AQA AAT CQT GAT.... 



PAM2: 



MET LYS ASN ARQ LYS ARQ- ASP 
ATQ AAA AAT AQA AAA CQT OAT. 



PAM3: 



MET LYS LYS ARQ LYS ARQ- ASP 
ATQ AAA AAA AQA AAA CQT GAT.. 



B. MODIFICATIONS EFFECTUEES SUR PAM1 



PAM3 
PAM2 
PAM1 



LYS LYS} 

t ) 

LYS} 

t 

MET LYS ASN ARQ ASN ARQ ASP 
ATQ AAA AAT AQA AAT CQT GAT.... 

A} modifications effectuees 
J }par mutagenese dlrigee 
A}par oligonucleotide 



Figure 10 
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A. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE PAR DELETION POUR 
CONSTRUIRE PAM1 - SAH (pXL641) 

5' -ATGAAAAATA6AAATCGTjBATGCACACAAGAGTQ.- 3' 
PAM SAH 



B. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAM2 - SAH (pXL740) 

nucleotide modi fie 



C. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAM3 - SAH (pXL7Al) 

S'AGGATACAATGAAAAAAAGAAAACGTGATGCACACAAGAGT-y 

T • T 

nucleotides modifies 



Figure 11 
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Description 

La prgsente invention concerne un proc6d6 de preparation de la serum-aibumine humaine mature d partir 
d'une s6rum-albumine humaine produite par voie microbiologique sous forme de proline fusionnee. 

5 Ii existe un grand choix d'organismes hfites, teis que les cellules mammifdres modifiees ou !es micro-orga- 

nismes qui peuvent potentieilement §tre utilises en vue de la production en quantites importantes de prolines 
humaines d'une grande valeur th6rapeutique. 

L'utilisation de cellules mammiferes modifiees par les techniques de I'ADN recombinant pr6sente I'avan- 
tage de conduire & des prodults tr&s proches de ceux d'origine naturelle ; cependant la culture de ces cellules 

10 est delicate et ne peut §tre conduite que dans des volumes limites. 

L'emploi de micro-organismes, tels que les bacteries, perniet une fabrication £ une echeile plus importante 
mais pr6sente I'inconvenient de conduire k des produits qui different sensiblement des produits d'origine natu- 
relle. Ainsi ies prolines normalement glycosyiees chez i'homme ne sont pas, en g6n6rai, giycosyi£es par les 
bacteries p. Berman et LA. Laskey, Trends Bbchem. Sci., (1985) 10, p.51 etsuivantes]. Par ailleurs, les pro- 
fs twines humaines exprim6es k haut niveau dans des bacteries telles que E.coli acquferent souvent une confor- 
mation non native qui s'accompagne d'une precipitation intracelluiaire [R.G. Schoner et coll., Bio. Techno!. 
(1985), 3, p.151 et suivantes ; J.M. Schoemaker et coll., EMBO J. (1985), 4, p.775 et suivantes]. Enfin, pour 
qu'un g£ne puisse s'exprimer dans une bacterie, telle que E.coli. ii est indispensable de positionner un codon 
initiateur methionine devant la sequence codante de la proteine mature. G6n6ralement, ce tfsidu n'est pas 

20 excise par la methiony! aminopeptidase de E.coli P.H. Seeburg et coll., 1985, 2, p.37 et suivantes ; J.M. Scho- 
ner et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1 981), 81,p.5403]. La proteine obtenue pr§sente done un acide amine 
anormal comme premier r6sidu qui peut provoquer inhibition sterique d'une activite biologique si le debut de 
la proteine est implique dans cette activite. Le residu peut 6ga!ement presenter un caractfere immunogdne 
nefaste k I'administration ulterieure de la proteine. 

25 II resuite que le choix d'une cellule-h6te depend de la proteine specifique que Ton veut obtenir. Dans le 
cas d'une proteine de valeur marchande eiev6e et necessaire en quantite limitee, les cellules mammif6res peu- 
vent constituer une source particuliferement bien adaptee. Par contre dans le cas d'un produit de valeur mar- 
chande plus faible et necessaire en quantite importante, de I'ordre de plusieurs dizaines de tonnes, telle que 
la serum-albumine humaine (SAH), ii paratt indispensable d'utfliser des micro-organismes tout en remediant 

30 aux inconvenients lies k leur emploi. 

Lorsque la SAH est exprimee k partir d'une construction g6netique du type "Promoteur-Site de demarrage 
de traduction-ATG-Gene de la SAH mature", la proteine obtenue conserve generalement une methionine 
comme residu N-terminal. Pour eiiminer la methionine N-terminaie de proteines heterologues exprim6es chez 
Ecoli, plusieurs methodes peuvent etre envisagees, telles que le divage enzymatique in vivo. I'excision pro- 

35 teolytique pendant ou immediatement apres le transport k travers la membrane ou bien des digestions proteo- 
lytiques ou chimiques in vivo. 

II est connu, en particulier d'apres J.P. Waller, J. Moi. Biol., (1963), 7, p.483 etsuivantes, que E.coli pos- 
sede une methiony! aminopeptidase qui excise la methionine N-terminale d'un certain nombre de proteines. 
Cependant la sp£cificite du m6canisme est mal connue et il est suppose que ce mecanisme depend du ou des 

40 residus suivant la methionine [V.M. Vogt, J. Biol. Chem. (1 970), 245, p.4760 et suivantes ; H.J. George et coll., 
(1985)DNA,4,p.273]. 

Les proteines s6cretees sont generalement initialement synthetisees sous forme d'une preproteine 
comportant une 'Sequence-signal* qui inclut le premier residu. Cette sequence sub'rt une excision proteolytique 
pendant ou immediatement apres le transport k travers la membrane [R. Scheckman, Trends Biochem (1 985), 

45 10, p.1 77]. Cependant ce systeme ne convient generalement pas dans le cas de proteines cytoplasmiques ou 
heterologues du fait des probl femes de transport dOs soit k certaines parties de la sequence primaire de la pro- 
teine [J. Tommassen et coll, EMBO J. (1 985), 4 p.1 041] soit k une precipitation intra-cytoplasmique trop rapide 
de la proteine. Par ailleurs les m6canismes impliqu6s dans la secretion de proteines paries cellules encaryotes, 
telles que la SAH secretee par les cellules hepatiques, sont vraisemblablement assez diff6rents des mecanis- 

so mes de secretion mis en jeu dans des microorganismes teis que les bacteries gram-negatives [N.Wickner et __ 
H. Lodish, Science (1985), 230 p.400]. 

II a ete egalement propose d'employer des digestions chimiques ou enzymatiques afin de convertir ln vitro 
la proteine synthetisee par la bacterie sous la forme d'une proteine fusionn6e. Cette conversion a pour but 
I'excision specifique d'une sequence peptidique etrangfere k la proteine desir£e, situ6e en position N-terminale 

55 et contenant la methionine comme premier residu. Un exemple simple est celui d'une proteine qui ne possfede 
pas naturellement de residus methionine [R.E, Chance et coll., "Peptides : Syntheses-Structure-Fonction", 
D.H. Rich et E. Gross, ed., Pierce Chem. Co, Rocford, 111., (1981) p.721 et suivantes]. Dans ce cas, un trai- 
tement in vitro par le bromure de cyanogfene permet I'excision de la methionine N-terminale. Cependant ce 
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cas ne se pr6sente que tr&s rarement dans le cas de prolines de poids moteculaire 6Iev6. 

Certaines proteases, comme !a collag6nase et le facteurX, reconnaissent une sequence de plusieurs aci- 
des amines, ce qui les rend relativement sp6crfiques. [K. Nagai et H.C. Thogerson, Nature (1984), 309, p.810 
et suivantes ; J. Gerclno et D. Bastia, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1984), 81, p.4692 et suivantes], Une cons- 
5 traction g6n6tique permet done de positionner la sequence reconnue par la protease en question devant le 
premier acide amin6 de la proteine d6str6e. Cette proline fusion n6e devient ainsi un substrat de la protease, 
le produit principal de la reaction 6tant la proline poss6dant en position N-terminale le m§me acide amin<§ que 
la proteine mature. Cependant, I'incomtenient majeur de cette nrtethode reside dans le prix de la protease sur- 
tout lorsqu'3 s'agit de produire une proteine en grande quantity. 
10 La SAH est synth6tis6e par les cellules humaines d'abord sous forme de pr6pro-SAH (figure 1). Une 
sequence signal de 1 8 acides amines est enlevSe pendant le transport de la SAH k travers le lumen du reticulum 
endoplasmique et il reste encore 6 acides amines k TexWmite N-terminale (Aig- Gly- Val- Phe- Arg- Arg-) qui 
ne sont pas presents dans la SAH circuiante. Selon S.O. Brennan et R.W. Carreil, Biochim. Biophys. Acta 
(1980), 621, p.83 et suivantes, ce propeptide ne semble jouer aucun rile dans la s6cr£tion de la SAH. II est 
15 possible qu'une deuxi&me proteolyse sp6cifique s'effectue au niveau de I'appareil de Golgi ou dans la circu- 
lation sanguine, les deux r£sidus arginine formant le site de reconnaissance d'une protease de sp^crficite ana- 
logue k cede de la trypsine. En effet, un variant, appete "Albumine Christchurch", dO k une mutation qui 
transforme le dernier tesidu arginine du propeptide en giutamine n'est pas convert! in vivo en albumine mature 
mais est transforms in vitro en Glu-SAH en traitant le propeptide par une faible concentration de trypsine. Par 
20 ailleurs, la SAH mature sous forme native est r£sistante k la trypsine dans les mSme conditions [S.O. Brennan 
et coll., Biochim. Biophys. Acta, (1984) 802, p.24 et suivantes]. 

II a maintenant 6te trouvg, et e'est ce qui fait I'objet de la pr€sente invention, un proc£d£ permettant de 
transformer en SAH mature une SAH produite par voie microbiologique sous forme de proteine fusionn6e. 
Le proc§d6 selon la pr6sente invention consiste : 
25 -a modifier in vitro le g&ne de structure de la SAH de telle sorte qu'il possSde 6 codons supptementaires 
codant pour les 6 premiers acides amines de la proteine ell du bacteriophage lambda, puis k Her le gfene 
de structure ainsi modifte k la sequence nucteotidique qui pr£c£de naturellement le g&ne ell dans le 
gdnome du bacteriophage lambda et k un promo teur qui assure un niveau 6lev6 de transcription, 

- k produire, dans des conditions denies, au moyen d'une bacterie hdte contenant le g6ne modrfte, une 
30 proteine hybride ("pseudo-pro-SAH") constitute par les 6 premiers acides amines du gkne ell suivis de la 

sequence de la SAH mature, 

- k d§naturer et rSduire puis renaturer la proteine hybride de fagon k obtenir une proteine soluble dont la 
conformation est semblable k cede de la SAH d'origine naturelle, puis 

- ii modifier in vitro, au moyen de la trypsine, la proteine ainsi obtenue afin d'exciser le pseudo-pro-peptide 
35 et obtenir la SAH mature. 

II a 6galement 6te trouv6 que la SAH mature peut §tre obtenue en utilisant une extension peptidique N- 
tenminale ("pseudo-pro-peptkJe") dont la sequence differe de celle des 6 premiers acides amines de la proteine 
cli du bacteriophage lambda, k condition que cette extension permette une expression suffisante de la proteine 
fusionnde, pr6sente I'hydrophilicite ndcessaire et comporte un site de coupure par la trypsine. Par exemple, 

40 le "pseudo-pro-peptide" peut 8tre constiftte par les 5 premiers acides amines de la sgquence-signai de la p£ni- 
cilline-amidase (6, si Ton compte fe premier tesidu methionine). 

Dans ce qui suit, la signification des termes techniques utilises en biologie moteculaire est suppos£e 
connue (cf. par exemple J. Watson, "Biologie Moteculaire du Gfene", edition frangaise, InterSditions, 1 978). Les 
mdthodes couramment employees en biologie moteculaire du g&ne sont d&crites, par exemple, par T. Maniatis 

45 et coll., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New-York, 1982). Dans ce qui suit seront 
d£crits successivement la construction, les proc£d£s d'expression du g6ne, la renaturation et la conversion 
par la trypsine de la "pseudo-pro-SAH". 

A-CONSTRUCTION DU GENE "pseudo-pro-SAH". 

50 

1. Preparation d'ARN messager de foie 

On utilise des cellules ttepatiques, obtenues par exemple par biopsie, eton en extrait I'ARN messager selon 
la ntethode dScrite par exemple par V. Glisin et coll., Biochemistry (1974), 13, p. 2633 et suivantes ; et par R. 
55 Deeley et coll., J. Biol. Chem. (1977), 252, p. 8310 et suivantes. On traite la biopsie par une solution de thio- 
cyanate de guanidine 6M, et Ton purifie I'ARN total par plusieurs cycles de precipitation dans l'6thanol k -20°C, 
centriftjgation et redissoiution des culots de centriftjgation. 

On enrichit la preparation en ARN messager par plusieurs cycles de chromatographie d'affinite sur des 
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colonnes d'oligo (d7>cellulose, selon la technique decrite par H. Aviv et P. Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 
(1972), 69, p. 1408 et suivantes. L'ARN messagerainsi isoie, contenant 162% de PARN total, est conserve 
en solution aqueuse d -70°C. 

On peut determiner la proportion d'ARN messager specifique de la s6rum-albumine humaine au sein de 
s la population totaie (par exemple par traduction in vitro d'un aliquot de la solution d'ARN dans des lysats de 
reticulocytes de lapin). Une methode consiste & utiliser le lysat de reticulocytes foumis par la societe Amer- 
sham, suivant le protocole pr6conis6 par ce fournisseur. On peut ainsi determiner la fraction de proteine n6o- 
formee immunoprecipitable par des anticorps anti-albumine au sein de Pensemble des proteines n6oform6es. 
On obtient par exemple une fraction de Pordre de 6 %. 

10 

2. Synthase de cDNA et clonage dans E.coli 
a. Synthase du premier brin 

15 A partir de la technique de G.N. Bueil et coll., J. Biol. Chem. (1978), 253, p. 2471 et suivantes, modifiee, 
on utilise par exemple 5 fig d'ARN messager total dans un volume final de 50 microlifres d'une solution conte- 
nant : 100 mM Tris-HCI pH 8,3, 10 mM MgCI 2 , 0,4 mM DTT, 20 mM KCI, 0,4 mM Na pyrophosphate, 1 mM de 
chaque nucleotide triphosphate (dNTP), 100 \xgM de oligofdT)^* 0.5 U/ml d'inhibiteur de ribonucieases, 50 
picomoles de traceur radioactif et 40 unites de Transcriptase reverse (Societe Life Science, inc.). 

20 La reaction de transcription reverse de PARN messager en ADN compiementaire (ADNc) se poursuit pen- 
dant 1 heure k 42°C. 

Le taux de synthase de ADNc est calcuie par mesure du taux d'incorporation du traceur radioactif en mole- 
cules acido-precipitables, seion une technique connue. 

Apres 1 heure, on arr§te la reaction par addition d'EDTA (20 mM), et Pon detruit PARN messager par diges- 
25 tion alcaline dans 50 mM de NaOH, & 42°C, pendant 3 heures. 

On s6pare PADNc n6oforme des dNTPs non-incorpores et des produits de degradation alcaline des ARNs 
par chromatographic, par exemple, sur une colonne de Sephadex G100 (Pharmacia Fine Chemicals). On 
obtient 1,5 ng d'ADNc simple brin k partir de 5 pg d'ARN messager total. 

30 b. Synthase du deuxifeme brin 

L'ADNc simple brin est converti en ADN double brin par action du fragment R KIenow° de PADN polymerase 

I. 

Les conditions de reaction sont : 100 mM Hepes pH 7, 10 mM MgCI 2 , 2,5 mM DTT, 70 mM KCI, 0,5 mM 
35 de chaque dNTP, et 50 unites du fragment "Wenow" de I'ADN polymerase I (commercialis6e par exemple par 
la Societe New England Blolabs Inc.). 

La reaction est poursuivie pendant 15 heures, & 15°C, et Pon separe PADN double brin des dNTPs non 
incorpores & nouveau par chromatographic sur colonne de Sephadex G100. 

40 c. Clonage de PADN double brin 

Pour supprimer les molecules d'ADN simple brin et obtenir un ADN double brin d extremes franches, on 
traite les sequences non appariees par la nuclease Sj selon la technique decrite par A. Efstradiatis et coll., 
Cell (1976), 7, p. 279 et suivantes. On s6pare les ADNs n6oforc6s double brin selon leurtaille parcentrifugation 
45 dans un gradient de saccharose. On utilise g6neralement un gradient de 5 % - 20 % de saccharose en 50 mM 
Tris-HCI pH 8,5, 10 mM EDTA, 800 mM NaCI, centrifuge k 210000 g pendant 15 heures, d 20°C, et on effectue 
un ftactionnement du gradient en aliquots apres centrifugation. 

On contrdle la taille des molecules dans chaque fraction par6lectrophor6se d'6chantillons faite en paraii&le 
avec des etalons d'ADN de tallies connues, et Pon regroupe les fractions contenant un ADN constitue par 
so PenchaTnement de plus de 500 paires de bases. 

Pour permettre le clonage de cet ADN on allonge d'abord ses extr6mit6s 3' avec de Poligo(dC), et on 
allonge paralieiement les extremites 3' du site Pstl du plasmide vecteur pBR322 avec de Poligo(dG) seion la 
technique de F. Rougeon et coll., J. Biol. Chem. (1977), 252, p. 2209 et suivantes. 

On hybride alors PADN double brin d6crit ci-dessus au plasmide vecteur, selon par exemple la technique 
55 de L Villa Komaroff et coll., Proa Natl. Acad. Sci. (USA) (1978), 75, p. 3727 et suivantes. 

On cree une "banque" de clones d'ADNcs de foie par transformation de la bacterie E.coli avec PADN ainsi 
decrit selon la methode decrite par M. Mandel et A. Higa, J. Md. Biol. (1970), 53, p. 154 et suivantes et M. 
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Dagert et S.D. Eriich., Gene (1979), 6, p. 23 et suivantes. 

d. Rep6rage des clones d'ADNc albumine 

5 On utilise une technique d'hybridation sur colonies k I'aide d'oligonucI6otides synthetiques dont les 

sequences sont deduites de la sequence proteique de I'albumine humaine (B. Meloun et coll., FEBS Letters 
(1975), 58, p. 134 et suivantes ; M. Grunstein et D. Hogness, Proc. Natl, Acad. Sci. (USA) (1975), 72, p. 3961 
et suivantes ; R.B. Wallace et coll., Nucleic Acids Res. (1981), 9, p. 879 et suivantes). 

Les clones sont cultives par series de 96 sur milieu de Luria contenant 25 yg/ml de tetracycline, en boftes 
10 carries, directement sur des filtres de nitrocellulose. Aprfcs croissance k 37°C puis amplification en presence 
de 250 jig/ml de chloramphenicol, les colonies sont Iys6es par la soude puis hybridees avec les oligonucleo- 
tides radk>activ6s en 5' par kination, dans une solution contenant : 5 X SSC, 0,5 % NP 40, 100 ng/ml ADN de 
sperme de saumon denature par Ebullition et refroidi rapidement dans la glace, 0,5 ng/ml d'oiigonucieotide 
kinasS. L'hybridation est effectu6e k 37°C pendant 18 heures. On lave ensuite les filtres en 5 X SSC, k 25°C, 
15 puis 37°C, puis 45°C et ce pendant quatre fois 1 5 minutes k chaque 6tape. 

Les filtres sont alors exposes sur films Kodak X-OMAT, k -70°C, avec un 6cran amplificateur pendant 15 
k 24 heures. Les clones hybridanfs avec les sondes sont reiso!6s puis Iys6s. L'ADN plasmtdique est purifie 
par centrifugation en milieu chlorure de cesium-bromure d'ethidium selon une technique connue. 

On sequence I'AON de insertion par la technique de Maxam-Gilbert (A. Maxam et W. Gilbert, Methods 
20 Enzymol. (1980), 65, p. 499 et suivantes) pour comparer la sequence proteique d6riv6e de la sequence nucieo- 
tidique et celle de la serum-albumine humaine. 

On identifie ainsi une s6rie de clones dont les insertions correspondent k I'ensemble du gene de la serum- 
albumine humaine. 

Dans la figure 2 est representee la carte de restriction du gene de la serum-albumine, alnsi que la position 
25 de trots des insertions les plus representatives, designees par *pT1B11°, °pAA38", a p6D8 n . 

e. Incorporation au grfene de structure d'un codon d'initiation (figure 3) 

a) On digera I'ADN du plasmide °pT1B11 D par les enzymes Pstl et Pvull, et on isole un fragment d'ADN 
30 de 125 paires de bases, correspondant k Ik sequence de Pextremite 5' du gene de la serum-albumine (acides 

amines n° 1 k 62). On fixe k Pextremite Pvull une sequence de jonction constitu6e du site de reconnaissance 
de Penzyme BamHI. On obtient ainsi un fragment Pstl-BamHI. 

On prepare d'autre part un oligonucleotide synthetique ayant 21 bases de long, possedant un triplet P ATG° 
devant les nucleotides codant pour les acides amines de la serum-albumine humaine ainsi qu'un site de res- 
35 friction Ncol, et dont la sequence est la suivante : 5'GAATCCATGGATGCACACAAG 3'. 

On denature le fragment d'ADN Pstl-BamHI, et on Phybride avec roligonucieotide synthetique. L'hybrida- 
tion se fait par la sequence 5'...GATGCACACAAG 3', Pextremite 3' du brin d'ADN com pi ementaire etant desap- 
pariee. On digfere les extremites desappariees, puis on polymerise dans le sens 5'...3' avec le fragment 
Tflenow 0 de I'ADN polymerase I, d'apres les techniques de H. Jacobsen et coll., Eur. J. Biochem. (1974), 45, 
40 p. 623 et suivantes. 

On obtient ainsi un fragment contenant en 5' une extremite tranche, un site Ncol puis le triplet ATG et en 
3' un site BamHI. 

b) On realise la ligation de trois fragments d'ADN : 

1) un fragment EcoRI-BamHI du plasmide °pLG200 a (L Guarente et coll., Cell (1980) 20, p. 543 et suivan- 
45 tes) portant un gene de resistance aux antibiotiques, Porigine de replication et Pextr6cit6 3' du gene de la 

P-galactosidase, 

2) un fragment EcoRI-Pvull du plascide °pGL101° (G. Lauer et coll., J. Mol. Appl. Genet (1981), 1, p. 139 
et suivantes) portant le promoteur P^ et le site de fixation de ribosome (RBS) du gene lacZ d 'E.coli , 

3) le fragment d'ADN mutag6nis6 codant pour les 62 premiers acides amines de Palbumine humaine. 

so On isole un plasmide (pXL52) qui realise une fusion de Pextremite 5' du gene de la serum-albumine 
humaine avec le gene de la p-galactosidase d' E.coli . 

f. Construction du gene complet (figure 3) 

55 On dig£re I'ADN du plasmide °p6D8 D par EcoRI, et partiellement par Bglll , selon une technique d6j£ decrite. 
On isde le grand fragment EcoRD-Bglll contenant la sequence codant pour les 405 derniers acides amines de 
la serum-albumine humaine puis Porigine de replication du plasmide et le gene de resistance k la tetracycline. 
On digere I'ADN du plasmide °pXL52° decrit cWessus par EcoRI et Sau3A, et on isole un fragment conte- 
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nant 200 paires de bases. 

On digfere I'ADN du piasmide w pAA38 w par Sau3A et on isole un fragment contenant 540 paires de bases. 

On ligature les trois fragments (dans I'ordre [pXL52 EcoRI-Sau3A] - |[pAA38-Sau3A] - [p6D8 Bglll-EcoRI]) 
en tirant profit de la compatibility entre les sites Sau3A et Bgill. On obtient un piasmide appete 0 pXL53°, dont 
5 la quality de la construction est contrdtee par un sgquengage compiet du fragment compris entre le site EcoRI 
et le site Pstl correspondant d la jonction de ('insertion et du piasmide vecteur. 

La sequence nuclgottdique complete, ainsi que la sequence proWique d§riv6e, sont representees dans les 
figures 4 et 5. 

Les variations observes entre cette sequence et la sequence proteique publtee (B. Meloun et coll, FEBS 
10 Letters (1975), 58, p. 134 et suivantes ; M. Dayhoff, Atlas of Protein sequence and structure (1 978), 5, supple- 
ment 3, p. 306) sont les suivantes : 

Position Efeloun et coll, Sertta^alTbrcaiSKS Iroaaine • dedmifce 

de la gfigggncg de w paL53 0g 





131 


Glu&amine 


Acid© glutamiqu© 




364 


Histidine 


Alanin© 


20 


367 


Tyrosine 


Bistidine 




370 


Alanine 


Tyrosine 




381 


Valine 


Methionine 


25 


464 


Aclde glufcasniqme 


Histidine 




465 


Histidine 


Acide giutamique 




501 


Glutamine 


Acide glutaaique 


30 


3. Construction de systi 


imes d'expression de la m£thionyl-s§rum-aIbumme humaine 



a. Utilisation du promoteur °P L a du bacteriographe lambda 

On linearise le piasmide °pXL53° par digestion partielle par I'enzyme Ncol, en ne consfcterant que le site 
Ncol en 5' du codon d'initiation et on forme des bords francs par remplissage selon la technique de RM. Wartell 
35 et W.S. Reznikoff, Gene (1980), 9, p. 307 et suivantes). 

On synthase un a adaptateur° contenant en 5' une sequence correspondant au site de reconnaissance 
d'une enzyme de restriction telle que BamHI, puis une sequence correspondant k un site de fixation de ribo- 
somes (RBS "consensus 0 ou "thSorique 0 ). La sequence de I'adaptateur est : 5'GGATCCTAGGAGGAAC 3'. 

La ligation de Padaptateur en 5' d'un ADN & bords francs a 6t6 d6crite, par exemple, par CP. Bahl et coll., 
40 Gene (1976), 1, p. 81 et suivantes. 

La m6thode consiste & effectuer la reaction sur 20 microlitres d'une solution contenant 50 mM Tris, HCI 
pH = 7,5, 1 0 mM MgCI 2 , 15 mM DTT, 1 mM ATP, 50 jig/ml d'adaptateur, 20 ng/m! d'ADN et 1 unit6 d'ADN-ligase 
(New England Biolabs Inc.). La reaction est poursuh/ie pendant 10 heures & 15°C. Cette ligation crte un site 
BamHI sans supprimer le site Ncol. 
45 On digSre le produit de ligation par BamHI et par HinDIII. Du fait de la presence d'un site HinDlII en 3' du 
g&ne de la sSrum-albumine humaine, on obtient un fragment d'ADN contenant la totality de la sequence 
codante. 

On sous-clone le fragment HinDIII-BamHI ainsi obtenu par exemple dans le piasmide D pBR322° en trans- 
fbrmant Ecglj selon la m£thode d6crite ci-dessus pour obtenir le piasmide °pXL61 °. 
so Le piasmide °pXL61° ne contient pas de promoteur. 

Le promoteur °P L ° du bacteriophage lambda est placd sur le chromosome du bacteriophage entre un site 
Bglll et un site BamHI (voir E. Szybalski et W. Szybalski, Gene (1979) 7, p. 217 et suivantes), et dont la 
sequence nuc!6otidique est connue (F. Sanger et coll., Jf. Mol. Biol. (1982). 162, p. 279 et suivantes). On peut 
doner ce fragment et modifier ses sites de restriction selon des mdthodes connues. 
55 On note que les plasmides portant P L doivent §tre propagSs dans des souches de E.coli portant le g£ne 
r6presseur cl, ceci afin d'6viter que ce promoteur ne s'exprime de fapon constitutive. 

Dans une premiere construction, P L est disponible sous forme d'un fragment BamHI h partir du piasmide 
w pPL-Iambda° (Pharmacia P.L. Biochemicals). ^insertion de ce fragment BamHI dans le site BamHI du plas- 
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mide "pXL61" permet d'obtenirle plasmide "pXL65", dans lequel on a v6rifi6 que ('orientation du promoteur par 
rapport au gfene de structure de la s6rum-albumine humaine est correcte. 

D'autres constructions peuvent etre r6a!is6es £ partir de plasmides disponibles. On peut, par exemple, 
exciserdu plasmide "pP L -lannbda" un fragment Haelll-Haelll contenant le promoteur P L et I'ins6rer dans le site 
5 Smal d'une sequence de clonage multisites port6e sur un plasmide, tel que le plasmide "pUC8" (J. Vieira et 
J. Messing, Gene, (1982), 79, p. 259 et sufvantes) pour obtenfr "pUC8-P L "" dans lequel le site EcoRJ est en 5' 
du promoteur. 

A partir du plasmide "pPS1" (P. Sarmientos et coll., Cell (1983), 32, p. 1337 et suivantes), on peut d'abord 
detruire le site HinDIN le plus proche du site Ndei (figure 3) puis remplacer le petit fragment EcoRI-HinDIII par, 
io d'une part, le fragment EcoRl-BamHl du plasmide "pUC8-P L " contenant le promoteur P L , et, d'autre part, le 
fragment BamHI-HinDIII du plasmide "pXL61 ■ contenant le gdne de la serum-albumine. On obtient ainsi le plas- 
mide "pXL70" dans lequel I'ensemble P L -RBS "consensus "-ATG-g6ne de la s6rum-albumine humaine est 
porte sur un fragment d'ADN EcoRI-HinDIII. 

is b. Remplacement du RBS "consensus" par celui du gene ell du bacteriophage lambda 

Le gene ell du bacteriophage lambda, dont la sequence et le site d'initiation sont connus, peut etre traduit 
avec efficacite (E. Schwaiz et coll., Nature (1978), 272, p. 410 et suivantes). 

On construit un plasmide contenant le systeme depression "Promoteur *P L " - RBS ell - ATG - gene s6- 
20 runrvalbumine". 

Par exemple, on peut apres avoir detruit le site BamHI de "pUC8-P L " par action de 1'enzyme SI (A J. Berk 
et PA Sharp, Cell (1977), 12, p. 72) isoler un fragment EcoRI-HinDIII contenant le promoteur P L et ensuite 
Her ce fragment avec le grand fragment EcoRI-HinDIII du plasmide "pDS20" (G. Duester et coll., Cell (1982), 
30, p. 855 et suivantes), pour obtenir le plasmide "pXL73". 
25 Le RBS du gene ell est extrait du plasmide "pPS1 ". On digere ce plasmide par Ndel et on insere un adap- 
tateur BamHI apres formation d'extr6mit6s franches. On excise alors le RBS sous forme d'un fragment Hin- 
DIII-BamHI. 

On construit d'abord un plasmide "pXL88* dans lequel ce fragment HinDIII-BamHI est lie au grand fragment 
HinDIII-BamHI du plasmide "pXL73". Dans le nouveau plasmide "pXL88", le RBS ell est insere dans la bonne 
30 orientation par rapport au promoteur P L , le tout dans un systeme multisites de telle sorte que I'ensemble P L -RBS 
ell soit porte sur un fragment d'ADN EcoRl-BamHl de 578 paires de bases. 

Le fragment EcoRl-BamHl de 578 paires de bases est sous-clone entre les sites EcoRI et BamHI du plas- 
mide "pMC1403" (M.J. Casadaban et coll., J. Bacterid. (1980), 143, p. 971 et suivantes) qui porte le gene de 
la p-galactosidase (iacZ) apres le site BamHI. Cette construction conduit au plasmide "pXL91" dans lequel le 
35 gene de la p-galactosidase est exprime sous contrfile du systeme "P L -RBS ell". 

On sous-clone le fragment BamHI-Bglll du plasmide "pXL61" d6crit precedemment dans le site BamHI du 
plasmide "pMC1403". (La ligation d'un site Bglll dans un site BamHI est possible, mais ('excision par BamHI 
en Bglll ne Test plus ; il ne reste done qu'un site BamHI). 

Cette construction ("pXL71") aboutit a rinsertion (Tun fragment d'ADN de 700 paires de bases comportant 
40 la sequence "BamHI-[RBS "consensus"-ATG-NcoI-gene partiel de la s6rum-albumine -(codant pour les acides 
amines 1 £ 218)-gene de la p-galactosidase]. 

On coupe ce plasmide par BamHI et Sacl (le site Sad est present dans le gene de la p-galactosidase) et 
on r insere dans le plasmide "pXL91" decrit precedemment & la place du fragment preexistant BamHI-Sacl. 
On aboutit alors au plasmide "pXL97" dont I'insertion a la structure suivante : "Site EcoRI - P L - RBS ell - 
45 site BamHI-RBS "consensus"- site Ncol - ATG - gene partiel de la serum-albumine -gene de la p-galactosi- 
dase". 

On digere le plasmide "pXL97" par BamHI et partiellement par Ncol en ne considerant que le site Ncol 
proche du codon d'initiation et on forme les bords francs par action de la nuclease SI, puis on le referme sur 
lui-meme. Cette manipulation, d'une part, supprime la sequence d'ADN du RBS "consensus" et, d'autre part, 
so met en phase un ATG du RBS ell avec la sequence de la serum-albumine. 

On obtient ainsi le plasmide "pXL136" qui comporte la sequence "site EcoRI-P L -RBS cll-ATG-gene partiel 
de la serum-aibumine-gene de la p-galactosidase". 

Le gene partiel de la serum-albumine poss6dant un site Pvull, on digere le plasmide "pXL136" par EcoRI 
et Pvull et on extrait un fragment de 760 paires de bases qui est insere entre les sites EcoRI et Pvull du plasmide 
55 "pXL70" d6crit precedemment On obtient ainsi le plasmide "pXL1 39" qui porte la structure "P L -RBS cll-gene 
s6rum-albumine compter sur un fragment EcoRI-HinDIII, comme le plasmide "pXL70" et qui porte la substitu- 
tion RBS "consensus" par celui du gene cil. 

On coupe le plasmide "pXL1 39" d6crit precedemment au site unique Sail, entre le promoteur PL et le RBS 
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ell. On digere I'ADN par I'enzyme Ba131 f de telle sorte que !e site de fin de transcription tR1 en 5' du RBS ell 
soitdig6r6 puis on ajouteun adaptateurHinDIII eton isole le fragment HinDIII-Xbal contenantle RBScIl ampute 
de tR1 et les 357 premiers codons du gene de la s6rum-albumine humaine. On combine ce fragment HinDIII- 
Xbal avec d'une part le fragment Xbal-EcoRJ du plasmide pXL139 contenant la fin du gene de la $6rum-albu- 
s mine humaine et d'autre part le fragment EcoRI-HinDIII portant le promoteur P L obtenu k partir du plasmide 
pUC8-P L aprfcs destruction du site BamHI. On obtient ainsi le plasmide pXL324. 

4. Construction d'un plasmide d'expression pour la "pseudo-pro-SAH" 

10 Un fragment d'ADN est construit par hybridation de deux oligonucleotides syntttetiques ayant la structure 
donnee dans la figure 6A. La sequence contient un codon de d6marrage "ATG" suivi par les 6 premiers codons 
du gene ell du bacteriophage lambda. Ce fragment possfcde une extr6mite cohesive de type HinDIII et une 
autre extremite cohesive de type Sail. Ce fragment synthetique est clone entre les sites HinDIII et Sail du vec- 
teur M13mp10 (J. Messing, Methods Enzymol., (1984), 101, p.20 et suivantes). Le DNA en forme implicative 

is purifie k partir de cellules infectees par le bacteriophage resultant est utilise dans l'6tape suivante de cons- 
truction. 

Un fragment Sail-Bgil I de 765 paires de bases provenant du plasmide pXL324 contenant le debut du gene 
(ADNc) codant pour la SAH est clone dans ce bacteriophage recombinant Lasouche de E.coli JM101 est infeo 
tee par ce nouveau bacteriophage et le sumageant d'une culture de 5 heures est utilise comme source de par- 

20 ticules phagiques contenant I'ADN simple brin caracteristique des phages filamenteux de type M1 3. Ce simple 
brin sert ensuite de matrice pour une mutagenese dirigee par oligonucleotide permettant de supprimer la 
sequence comprise entre le sixfeme codon du gene cil et le premier codon de la SAH mature (GAT) selon les 
methodes d6crites, parexemple, par J.P. Adelman et coll., DNA (1983), 2, p.183. ^oligonucleotide utilise dans 
cette mutagenese dirigee est d£crit dans la figure 6B. Le phage resultant contient le debut d'un nouveau gene 

25 fusionne. La structure de fragment d'ADN utilise dans les constructions ulterieures est verifiee par la methode 
de sequen$age enzymatique (F. Sanger et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1977), 74, p.5463). 

Une reconstruction du gbne complet codant pour la fusion "pseudo-pro-SAH" est ensuite effectu6e. Un vec- 
teur contenant un gene de resistance k I'ampicilline, une origine de replication, un terminateur de transcription 
et une partie de I'ADNc codant pour la SAH est prepare £ partir du plasmide pXL70 en tra'rtant ce plasmide par 

30 les enzymes de restriction EcoRI et Pvull. Le fragment de 7200 paires de bases environ est purifie par eiec- 
trophorese en gel d'agarose et eiectroeiution. Un fragment de 430 paires de bases contenant le promoteur P L 
et le site d'accrochage sur le ribosome (RBS) modifie du gene cil est purifie k partir d'une digestion du plasmide 
"pXL324" par les enzymes EcoRI et Ndel par eiectrophorese en gel de poiyacryiamide et eiectroeiution. Un 
fragment Ndel-Pvuli de 200 paires de bases contenant le debut du gene hydride clI-SAH est purifie & partir de 

35 la forme r6plicative du bacteriophage M13 recombine modifie par mutagenese in vitro d6crite ci-dessus. Une 
reaction de ligation £ trois partenaires a ete effectuee. Le plasmide resultant est appeie "pXLAGZ* (figure 7). 

Le plasmide "pXL462" a ete introduit dans la souche 681 9 par transformation. Cette souche est deriv6e 
de ia souche E1 03S (L SIMON, Waksman Institute for Microbiology, Rutgers-The State University, Piscataway, 
N.J..USA) par transformation avec le plasmide pRK248dts (H-U. Bernard et coll., Gene (1979), p.59 et sui- 

40 vantes). Ce plasmide est compatible avec *pXL462" et porte le gene cl du bacteriophage lambda qui code pour 
un represseur thermosensible du promoteur P L . Ce represseur devient en effet inactif au-dessus de 38,5°C. 
La souche obtenue porte le num6ro G1398. 

A partir du plascide pXL462, d'autres plasmides ont 6t6 construits oCi le promoteur P L contenu sur un frag- 
ment de restriction EcoRI-H inDII I a ete remp Iac6 par diff6rents promoteurs bacteriens inductibles. La construc- 

45 tion de ces plasmides a utilise le site Xbal unique de pXL462 et une reaction de ligation k trois partenaires du 
type de cede decrite ci-dessus (voir figure 7). La pr6sente invention ne dependant pas du type de promoteur 
bacterien utilise, seul le cas du plasmide pXL462 portant le promoteur P L sera 6voque dans ce qui suit 

B. PRODUCTION DE clI-SAH PAR VOIE MICROBIOLOGICS E 

50 

1, Culture et Induction 

A partir d'un reisolaient de la souche G1398 sur une bolte de Petri geiosee £ base de milieu LB contenant 
50 microgrammes/ml d'ampicilline (LBAp) pr6alablement incub6e k 30°C, une pr6culture est diluee 100 fois 
55 dans le m§me milieu et la culture est incub6e k 30°C avec agitation. Lorsque la densite optique lue k 61 0 nano- 
metres atteint 1,0 la culture est alors portee k 42°C pendant 90 minutes avec agitation. 
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2. Sonication, recuperation de la clI-SAH 

Le culot celluiaire collects par centrifugation est resuspendu dans 1/30 de volumes de PBS (0,2 g/l KC1, 
0,2 g/l KH 2 P0 4f 8 g/l NaCI et 1 ,25 g/l Na 2 HP0 4 ). Aprfcs incubation pendant 1 5 minutes k une temperature voisine 
5 de 20°C en presence de lysozyme de blanc d'oeuf k 1 mg/mi, la sonication des bacteries est effectuee k 0°C, 
par exemple, avec un sonicateur Branson (Modeie B30) en mode continu pendant deuxfois six minutes avec 
refroidissement La fraction insoluble est coliectee par centrifugation k 12000 g k 4°C pendant 15 minutes puis 
lavee par du PBS et s6ch6e sous vide k 30°C pendant 15 minutes. 

10 3. Denaturation, reduction et renaturation 

Le culot de sonication contenant ies produits insolubles provenant de 1 litre de culture est repris dans 4 
ml de solution denaturante et reductrice (6M guanidine-HCI, 0,1M KH 2 P0 4 pH 7,5, 0,1 M p-mercaptoethanol). 
La suspension ainsi obtenue est agttee doucement en tube ferme k 4°C pendant 1 6 heures. Une solution pres- 

15 que limpide est alors obtenue .Un leger precipite insoluble est eiimine par centrifugation. Une dilution au 1/1 00 
du sumageant est effectuee dans une solution de renaturation (50 mM Tris-HCI pH 8,5, 100 mM NaCi, 1 mM 
EDTA) et ce melange est Iaiss6 k 4°C pendant 24 heures. La solution est ensuite centrifugee pour eiiminer 
une opalescence blanchStre. Le sumageant obtenu est concentre environ 1 00 fbis par ultrafiltration (membrane 
& "cut-off de 30.000 daltons ; par exemple en utilisant Ies unites ^ultrafiltration k usage unique Millipore CS- 

20 30), de nouveau clarifie par centrifugation puis dialyse contre un tampon phosphate (Na) 20 mM pH 7,5. La 
proteine fusion cll-SAH (pseudo-pro-SAH) ainsi obtenue est homogene k plus de 90 % d'apres une analyse 
par eiectrophorese sur gel de polyacrylamide SDS. 

4. Conversion de la dl-SAH en SAH mature 

25 

Une solution de trypsine (pr6par6e par exemple k partir de trypsine tyophilisee pour usage analytique 
commercialisee par Boehringer Mannheim) est pr6par6e dans la solution de reaction. La cll-SAH est traitee k 
une concentration, par exemple de I'ordre de 1 mg/ml, avec une quantite de trypsine comprise entre 1/5000 
et 1/1000 (rapport massique k la SAH) k 37°C pendant 30 k 60 minutes dans un tampon phosphate (Na) 50 
30 mM pH 7,5, 50 jiM CaCI 2 . 

5. Verification de la coupure 

II est possible de suivre la reaction de conversion par la trypsine sur un gel de polyacrylamide non d£na- 
35 turant (figure 8). A cause de la presence de plusieurs acides amines charges positivemen t dans I'hexapeptide 
N-terminal, la migration 6lectrophor6tique de la cll-SAH est plus lente sur ce type de gel que celle de la SAH 
native. Sur la figure 4, on peut voir que la SAH commerciale n'est pas codifiee de fagon appreciable par la tryp- 
sine dans la gamme de concentrations utilisee. Par contre, la cll-SAH est convertie par Taction de la trypsine 
en une molecule qui co-mlgre avec la SAH commerciale. La sequence N-terminale de cette proteine modifiee 
40 par la trypsine a 6t6 examinee par degradation de Edman et ies r6sultats obtenus confirment bien que le site 
de proteolyse est s'rtue aprfes le dipeptide Lys-Arg, k la fin de la partie ell de la proteine hydride. La proteine 
ainsi g6n6r6e possfcde I'acide aspartique comme residu N-terminal ; elle est done identique k la SAH d'origine 
naturelle. 

Dans la demande de brevet europ6en EP 86400618.4, publi6e sous le numero 200590, au nom de la 
45 demanderesse, a ete decrite la construction du plasmide "pXL288\ Aprfes introduction dans une souche appro- 
priee d'Exoli, ce plasmide (figure 9) permet Cexpression k haut niveau d'une proteine hybride, non maturee in 
vivo, constitu6e par la fusion entre le peptide signal de la penicilline G amidase (PAM) (EC 3.5.1 1 ; penicilline 
aminohydrolase) de E.coli et la SAH mature. 

Le plasmide "pXL288" est caract6ris6 en ce qu'il contient le promoteur Ptrp de I'operon tryptophane de 
so E.coli en amont du promoteur de la PAM, le site de fixation des ribosomes du gene de la PAM, le codon d'ini- 
tiation ATG et Ies nucleotides du peptide signal de la PAM fusionnes avec le gene de structure de la SAH. 

L'exbemite N-terminale du peptide leader de la PAM contient une sequence de 5 acides amines basiques. 
Cette basicite constHue une des caracteristiques g6n6rales d'un peptide signal de secretion (M.E.E. Watson, 
Nucl. Acids. Res., 12, p, 5145 et suivantes). II a malntenant 6t6 trouv6 que Ies 6 premiers acides amines de 
55 ce peptide signal (Met Lys Asn Arg Asn Arg-, "PAM 1") peuvent jouer le r6le de sequence "pseudo-pro". 

Dans ce but, Ies nucleotides correspondant aux acides amines 7 k 26 du peptide leader de la PAM ont 
ete supprimes afin de fiisionner exactement la sequence "PAM1" k la sequence de la SAH mature en utilisant 
la technique de suppression dirig6e par oligonucleotide decrite precedemment (figure 9). ^oligonucleotide per- 
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mettant de r6aliser cette suppression est represents par la figure 1 1 A. La sequence modifi6e est ensuite subs- 
titute dans le plasmide "pXL288" pour donner le plasmide "pXL641 ■ dont la structure est la suivante : "EcoR1- 
Ptrp-Sail-[Promoteur PAM-RBS PAM-sequence nucieotidique codant pour PAM1J-g6ne SAH\ 

Deux derives de la sequence "PAM1" sont construits par mutagenese dirig6e par oligonucleotide, aprte 

5 sous-clonage dans !e bacteriophage M13mp18am!V, selon la methode d6crite par P. CARTER et coll., Nud. 
Acids Res., 1985, 13, p.4431 et suivantes. Les oligonucleotides penmettant de reaiiser cette mutag6nese sont 
representes dans les figures 11B et 11C. Apres reconstruction, deux plasmides analogues au plasmide 
"pXL641" contenant les sequences codant pour "PAM2" (Met Lys Asn Arg Lys Arg- ; plasmide ■pXL740") et 
"PAM3" (Met Lys Lys Arg Lys Arg- ; plasmide "pXL741") sont obtenus (figure 10). 

10 Apres introduction des plasmides "pXL641 ■ "pXL740" et "pXL741 ■ dans une souche approprl6e de Exoli 
telle que Exoli 54125 (Collection de I'lnstftut Pasteur), on obtient des souches produisant respectivement les 
prolines hybrid es PAM1-SAH, PAM2-SAH et PAM3-SAH & des taux de I'ordre de 5 a 10 mg/l de milieu pour 
une absorbance de 1 k 610 nm en operant dans les conditions d6crites dans la demande de brevet europeen 
EP 86400618.4(200590). 

15 La proteine hybride se trouve dans ia fraction insoluble du lysat cellulaire et peut etre renatur6e et partiel- 
iement purifiee selon les methodes decrites precedemment. Chaque proteine hybride obtenue aprfes renatu- 
ration peut etre convertie en SAH mature par digestion m6nagee au moyen d'une concentration optimis6e de 
trypsine dans les conditions decrites precedemment 

Conformement aux dispositions du Traite de Budapest, ont ete deposes au CBS & Baam (Pays-Bas) le 3 

20 f6vrier1987: 

- Un echantillon du microorganisme Exoli E103S (pRK 248 d te ) contenant le plasmide pXL 462 (souche 
G-1398) sous le num6ro CBS 143-87. 

- Un echantillon du microorganisme Exoli B contenant le plasmide pXL 641 (souche G-2083) sous le 
num6ro CBS 144-87. 

25 - Un echantillon du microorganisme Exoli B contenant le plasmide pXL 740 (souche 6-2146) sous le 
numero CBS 145-87. 

- Un echantillon du microorganisme Exoli B contenant le plasmide pXL 741 (souche G-2147 sous le 
num6ro CBS 146-87. 

30 

Revendications 

1. Precede de preparation de la serum-albumine humaine mature caracterise en ce que : 

- dans une premiere etape on prepare une proteine hybride contenant une extension peptidique N-termi- 
35 nale hydrophile de 5 & 8 acides amines, et de preference 6 d 7, termin6e par un site de coupure par la 

trypsine, fusionnee avec la sequence peptidique de la serom-aJbumine humaine mature, par culture d'une 
souche d'Exoli capable d'assurer le maintien d'un plasmide contenant la sequence nud6otidique codant 
pour ladite proteine hybride, dont r expression est contr6!6e par un promoteur bacterien inductible, 

- dans une deuxi&me etape, on convertit la molecule denature et insoluble ainsi obtenue en molecule 
40 renaturee et soluble, en utilisant une methode de denaturation et renaturation permettant un rearrangement 

des structures secondare et tertaire de la chaTne polypeptidique, et 

- dans une troisieme etape, on convertit cette proteine hybride par la trypsine en une proteine identique 
en structure primaire k la s6rum-albumine humaine mature. 

2. Precede selon la revendicatbn 1 caracterise en ce que les codons codant pour Pextension peptidique 
45 N-terminaie sont choisis parmi les sept premiers codons du gene ell du bacteriophage lambda et les six pre- 
miers codons du gene de la penicilline amidase 6ventuellement transformes par mutag6nese dirig6e. 

3. Le plasmide "pXL462 w depose sous le numero CBS 143-87 caracterise en ce qu'il contient le promoteur 
P L , le site de fixation des ribosomes du gene ell priv6 du signal de terminaison de la transcription tR1 , le codon 
d'initiation ATG et les six premiers codons du g6ne cl! fusionn6s avec le gene de structure de la serum-albumine 

50 humaine mature. 

4. Le plasmide "pXL641 ■ depose sous le numero CBS 144-87 caracterise en ce qu'il contient le promoteur 
Ptrp suivi du promoteur de la penicilline amidase, le site de fixation des ribosomes du g£ne de la penicilline 
amidase et les six premiers codons du gene de la penicHline amidase fusionn6s avec le gSne de structure de 
la serum-albumine humaine mature. 

55 5. Le plasmide "pXL740" depose sous le numero CBS 145-87 caracterise en ce qu'il contient le promoteur 
Ptrp suivi du promoteur de la penicilline amidase, le site de fixation des ribosomes du g£ne de la penicilline 
amidase et les six premiers codons d'un gene de la penicilline amidase modifie parmutagendse dirigee codant 
pour le polypeptide Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg fusionnes avec le gene de structure de la serum-albumine 

10 
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humaine mature. 

6. Le plasmide w pXL741° d6pos£ sous le num6ro 146-87 caracterisS en ce qu'il contient le promoteur Ptrp 
suivi du promoteur de la p^niciiline amidase, le site de fixation des ribosomes du gene de la pSnici! line amidase 
et les six premiers codons d'un g&ne de la p6nicilline amidase modifte par mutagSnfcse dirigSe codant pour le 

5 polypeptide Met-Lys-Lys-Aig-Lys-Arg fusionn6s avec le g&ne de structure de la s6rum-albumine humaine 
mature. 

7. La proline hybride comprenant une extension peptidique N-terminale hydrophile de 5 a 8 acides ami- 
nes, et de pr6f6rence 6 & 7, terminSe par un site de coupure par la frypsine, fusionn£e avec la sequence pep- 
tidique de la s6rum-albumine humaine mature lorsqu'elle est obtenue par culture d'une souche d' E. Coii selon 

10 la revendication 1. 

8. La proteine hybride selon la revendication 7 comprenant d I'extr6mit6 N-terminale les sept premiers ach 
des amines de la proline ell de bacteriophage lambda, (Met)-VaLArg-AIa-Asn-Lys-Arg, fusionnds avec la 
sequence peptidique de la s6ram-albumine humaine mature lorsqu'elle est obtenue par culture d'une souche 
d' E.Coli capable d'assurer le maintien du plasmide °pXL462° d§fini dans la revendication 3. 

15 9. La proline hybride selon la revendication 7 comprenant & I'exWmite N-terminale les six premiers acides 

amines de la p6nicilline amidase, Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, fusionnSs avec la sequence peptidique de la s6- 
rum-albumine humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture d'une souche d' E.Coli capable d'assurer le 
maintien du plasmide Q pXL641° d^fini dans la revendication 4. 

1 0. La proteine hybride selon la revendication 7 comprenant d I'extr6mit6 N-terminale les six premiers ach 
zo des amines d'une p6nicilline amidase N-terminale modiftee par mutag6n£se dirigSe, Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg, 

fusionnds & la sequence peptidique de la s6rum-albumine humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture 
d'une souche d'Exoli capable d'assurer le maintien du plasmide °pXL740 n d6fini dans la revendication 5. 

1 1. La prot6ine hybride selon la revendication 7 comprenant d I'extr§mit6 N-terminale les six premiers aci- 
des amines d'une p6nicilline amidase modifiSe par mutag6n&se dirigSe, Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg, fusionnSs 

25 avec la sequence peptidique de la s6rum-albumine humaine mature, lorsqu'elle est obtenue par culture d'une 
souche d' E.coli capable d'assurer le maintien du plasmide °pXL741° d6fini dans la revendication 6. 



Claims 

30 

1 . Process for the preparation of mature human serum albumin, characterised in that: 

- in a first stage a hybrid protein is prepared containing a hydrophilic N-terminal peptide extension con- 
taining 5 to 8, and preferably 6 to 7 f amino acids, terminated by a site for cutting with trypsin, which is fused 
with the peptide sequence of mature human serum albumin, by culture of a strain of Exoli capable of ensur- 

35 ing the conservation of a plasmid containing the nucleotide sequence coding for the said hybrid protein, 

whose expression is controlled by an inducible bacterial promoter, 

- in a second stage the denatured and insoluble molecule thus obtained is converted into a renatured and 
soluble molecule by using a denaturing and renaturing method permitting a rearrangement of the secondary 
and tertiary structures of the polypeptide chain, and 

40 - in a third stage this hybrid protein is converted by trypsin into a protein identical in primary structure to 
mature human serum albumin. 

2. Process according to Claim 1 , characterised in that the codons coding for the N-terminal peptide exten- 
sion are chosen from the first seven codons of the lambda bacteriophage ell gene and the first six codons of 
the penicillin amidase gene, optionally transformed by directed mutagenesis. 

45 3. The plasmid °pXL462 a deposited under number CBS 143-87, characterised in that it contains the P L pro- 
moter, the ribosome binding site of the ell gene deprived of the tR1 transcription termination signal, the ATG 
initiation codon and the first six codons of the ell gene fused with the structural gene of mature human serum 
albumin. 

4. The plasmid °pXL641° deposited under number CBS 144-87, characterised in that it contains the Ptrp 
so promoter followed by the penicillin amidase promoter, the ribosome binding site of the penicillin amidase gene 

and the first six codons of the penicillin amidase gene which are fused with the structural gene of mature human 
serum albumin. 

5. The plasmid °pXL740 n deposited under number CBS 145-87, characterised in that it contains the Ptrp 
promoter followed by the penicillin amidase promoter, the ribosome binding site of the penicillin amidase gene 

55 and the first six codons of a penicillin amidase gene modified by directed mutagenesis coding for the Met-Lys- 
Asn-Arg-Lys-Arg polypeptide fused with the structural gene of mature human serum albumin. 

6. The plasmid °pXL741° deposited under number 146-87, characterised in that It contains the Ptrp pro- 
moterfbllowed by the penicillin amidase promoter, the ribosome binding site of the penicillin amidase gene and 
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the first six codons of a penicillin amidase gene modified by directed mutagenesis coding for the Met-Lys-Lys- 
Arg-Lys-Arg polypeptide fused with the structural gene of mature human serum albumin. 

7. The hybrid protein comprising a hydrophilic N-terminai peptide extension containing 5 to 8, and prefer- 
ably 6 to 7, amino acids, terminated by a site for cutting with trypsin, which is fused with the peptide sequence 

5 of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of E.coli according to Claim 1 . 

8. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-terminal end the first seven amino acids 
of the lambda bacteriophage ell protein, (Met)-Val-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, which are fused with the peptide sequ- 
ence of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of E.coli capable of ensuring 
the conservation of the plasmid °pXL462 D defined in Claim 3. 

10 9. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-terminal end the first six amino acids of 
penicillin amidase, Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, fused with the peptide sequence of mature human serum albu- 
min, when it is produced by culture of a strain of E.coli capable of ensuring the conservation of the plasmid 
"pXL641 w defined in Claim 4. 

1 0. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-terminal end the first six N-ierminal amino 
15 acids of a penicillin amidase modified by directed mutagenesis, Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg, fused to the peptide 

sequence of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of E.coli capable of ensur- 
ing the conservation of the plasmid °pXL740° defined in Claim 5. 

11. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-terminal end the first six amino acids of 
a penicillin amidase modified by directed mutagenesis, Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg, fused with the peptide sequ- 

20 ence of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of Exoli capable of ensuring 
the conservation of the plasmid °pXL741° defined in Claim 6. 



Patentanspruche 

25 

1 . Verfahren zur Herstellung von reifem menschlichem Serum-albumin, dadurch gekennzeichnet, dad man 

- in einer ersten Stufe ein Hybridprotein herstellt, das eine hydrophile N-endstandige Peptidveriingerung 
von 5 bis 8, vorzugsweise 6 bis 7 Aminosauren, abgeschlossen durch eine Trypsinschnittstelle, fusioniert 
mit der Peptidsequenz des reifen menschlichen Serumalbumins, herstellt durch Zuchtung elnes Stammes 

30 von E.coli, der den Bestand eines Plasmids zu gewahrleisten vermag, das die fur das Hybridprotein, des- 
sen Expression durch einen induzierbaren bakteriellen Promoter iregelbar ist, codierende NuEdeotidse- 
quenz enthalt, 

- in einer zweiten Stufe das so erhaltene denaturierte und unlosliche Molekul in ein renaturiertes und los- 
liches Molekul umwandelt, indem man eine Denaturierungs- und Renaturierungs-methode anwendet, die 

35 eine Umlagerung sekundarer und tertiarer Strukturen der Polypeptidkette ermoglicht, und 

- in einer dritten Stufe dieses Hybridprotein mit Trypsin in ein Protein umwandelt, das in derPrimarstruktur 
dem reifen menschlichen Serumalbumin identisch ist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die die N-endstandige Peptidveriingerung 
codierenden Codons aus gewahlt sind aus den sieben ersten Codons des Gens cil des Bakteriophagen 

40 Lambda und den sechs ersten Codons des Gens von Penicillinamidase, gegebenenfalls transformiert durch 
gerichtete Mutagenese. 

3. Plasmid a pXL462°, hinterlegt unter der Mummer CBS 143-87, dadurch gekennzeichnet, dafc es den Pro- 
motor P L , die Bindestelle der Ribosomen des Gens ell, abgeschlossen durch das Transkriptionsterminations- 
signal tR1 , das Startcodon ATG und die sechs ersten Codons des Gens ell, fusioniert mit dem Strukturgen des 

45 reifen menschlichen Serumalbumins, enthalt 

4. Plasmid °pXL641 °, hinterlegt unter der Mummer CBS 144-87, dadurch gekennzeichnet, da& es den Pro- 
motor Ptrp, gefolgt vom Promoter der Penicillinamidase, die Bindestelle der Ribosomen des Gens der Penicil- 
linamidase und die sechs ersten Codons des Gens der Penicillinamidase, fusioniert mit dem Strukturgen des 
reifen menschlichen Serumalbumins, enthalt 

so 5. Plasmid a pXL740", hinterlegt unter der Mummer CBS 1 45-87, dadurch g eken nzeichnet, da& esden Pxo=. _ 
motor Ptrp, gefolgt vom Promoter der Penicillinamidase, die Bindestelle der Ribosomen des Gens der Penicil- 
linamidase und die sechs ersten Codons des Gens der durch gerichtete Mutagenese modrfizierten 
Penicillinamidase, die fur das Polypeptid M et-Lys-As n-Arg-lys-Arg codieren, fusioniert mit dem Strukturgen 
des reifen menschlichen Serumalbumins, enthalt 

55 6. Plasmid 0 pXL741° f hinterlegt unter der Mummer CBS 146-87, dadurch gekennzeichnet, da&es den Pro- 
motor Ptrp, gefolgt vom Promotro der Penicillinamidase, die Bindestelle der Ribosomen des Gens der Penicil- 
linamidase und die sechs ersten Codons eines Gens der durch gerichtete Mutagenese modifizierten 
Penicillinamidase, die fur das Polypeptid Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg codieren, fusioniert mit dem Strukturgen 
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des reifen menschlichen Serumalbumins, enthalt 

7. Hybridprotein, umfassend eine hydrophile N-endstandige Peptidverlangerung von 5 bis 8, vorzugsweise 
6 bis 7 Aminosauren, abgeschlossen durch eine Trypsinschnittstelle, fusioniert mit der Peptidsequenz reifen 
menschlichen Serum-albumins, erhalten durch Zuchtung eines Stammes von E.coli nach Anspruch 1. 

8. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-endstandigen Ende die sieben ersten Aminosauren 
des Proteins ell des Bakteriophagen Lambda, (Met)-Val-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, fusioniert mit der Peptidsequenz 
des reifen menschlichen Serumalbumins, erhalten durch Zuchtung eines Stammes von Ecoli, der den Bestand 
des im Anspruch 3 definierten Plasmids "pXL462" zu gewahrieisten vermag. 

9. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-endstandigen Ende die sechs ersten Aminosauren 
der Penicfllinamidase, Met-Lys-AsnnArg-Asn-Arg, fusioniert mit der Peptidsequenz des reifen menschlichen 
Serumalbumins, erhalten durch Zuchtung eines Stammes von E.coli, der den Bestand des im Anspruch 4 defi- 
nierten Plasmids "pXL.641" zu gewahrieisten vermag. 

10. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-endstandigen Ende die sechs ersten Aminosauren 
der durch gerichtete Mutagenese modifizierten Penicfllinamidase, Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg, fusioniert mit der 
Peptidsequenz des reifen menschlichen Serumalbumins, erhalten durch Zuchtung eines Stammes von E.coli, 
der den Bestand des im Anspruch 5 definierten Plasmids "pXL740" zu gewahrieisten vermag. 

11. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-enstandigen Ende die sechs ersten Aminosauren 
der durch gerichtete Mutagenese modrftzierten Penicillinamidase, Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg, fusioniert mit der 
Peptidsequenz des reifen menschlichen Serumalbumins, erhalten duch Zuchtung eines Stammes von Ecoli, 
der den Bestand des im Anspruch 6 definierten Plasmids "pXL741" zu gewahrieisten vermag. 
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Figure 2 
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FIGURE 3 
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Figure 4 (suite) 
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Oligonucleotide codant pour les 6 premiers ccdons du gene 

MetVal Arg Ala Asn Lys Arg 
-AGCTTCATATGGTTCGTGCAAACAAACGCG-3' 

3--AGTATACCAAGCACGTTTGTTTGCGCAGCT-5' 



Oligonucleotide utilisS pour la MutagenSse par deletion. 



'-TCGTGCAAACAAACGC GCAT6CACACAAGAGT -3- 
ell SAH 



OLIGONUCLEOTIDES SUTTHETIQXJES 
EMPLOYES DAHS LA CONSiaUCTIOR 0E 
IA cII-SAH 



Figure 6 
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Hindlll 




PLASMIDE D* EXPRESSION "PSEUDO-PRO-SAH" 



Figure 7 



36 



EP 0 236 210 B1 



a b e d e t g h i j k 1 




a a f : SAE commerciale (sigma) 

jil : dl-SAH d* origin* micro biologiqtie ("psaudo-pro-SAH) 

a t g : pas de trypsine 

b , a : 0,1 jig/ml trypsin* 

c , 1 : 0,2 pg/ml crypsin* 

d , i : 0,4 pg/al cr7psine 

c , k : 0,8 yg/al trypsins 

f , 1 : 1,6 yg/ml trypsine 

CSAH] Img/ml, 1 haure d'iacubacion I 37*C. 

analyse : gel de polyacrylaaide 10 Z non dSnattirant. 



Conversion de ia cII-SAH en SAH maeur* 



Figure 8 
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4 

Plasmide d' expression de la fusion "Peptide signal PAM-SAH" 



EcoRI 



*^r t MSTTflflCT fl tSTfCGCHB CT rGGCTQCTCGT 



Tryptophan* 



Hindi 1 1 

ecaccTCCBGCCff 



•t SiUdt fixation 



ri 



i 

PflH 



flTG flflft flftT fiGfl flflT CGT flTG flTC GTG ABC TGT GTT ACT OCT TCC CTG 
n«t Lus ftsn ftrg fisn Rrg Hat I la Ual ftsn Cys Ual Thr flia Sor Lou 

« nqjMKt signal da la PflH. . . • • V. V * V 

< saquanca dolotao potr comtruir* 

flTG TflT TflT TGG flGC TTH CCT GCfl CTG GCT GflT GCfl CflC flflG... 
nai-T^r Tv» Trp So* L«j Pro Ala Uu Ala ftsp ft la His Lys. 



-SftH. 



PflMI-SflH- 



Sequence des signaux d'expression et du debut de la fusion 
"Peptide signal PAM-SAH" de pXL288. 



Figure 9 
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A. SEQUENCES DES ACIDES AMINES DES DIFFERENTS SEGMENTS "PSEUDO-PRO" 

dl-SAH: MET YAL ARQ ALA ASN LYS ARG-ASP 

CM ^ ATQ GTT COT OCA AAC AAA CGC QAT 

aalSAH 

PAM1 . MET LYS ASN ARG ASN ARG-ASP 

PAni * ATQ AAA AAT ASA AAT CGT GAT.... 



PAM2 . MET LYS ASN ARG LYS ARG-ASP 

PAn ATG AAA AAT AGA AAA CGT GAT.. 

PAM3 . MET LYS LYS ARG LYS ARG-ASP 

ATG AAA AAA AGA AAA CGT GAT.. 



B. MODIFICATIONS EFFECTUEES SUR PAM1 



PAM3 
PAM2 
PAM1 



LYS LYS) 

t > 
LYS) 

t 

MET LYS ASN ARG ASN ARG ASP 
ATG AAA AAT AGA AAT CGT GAT.... 

A) modifications effectuees 
|}par mutagenese dirigee 
A)per oligonucleotide 



Figure 10 
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A. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE PAR DELETION POUR 
CONSTRUIRE PAM1 - SAH (pXL641) 

5' ~ATGAAAAATAGAAATCGT.GATGCACACAAGAGTG.- 3' 
PAM SAH 



B. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAM2 - SAH (pXL740) 

5' C AATG AAAAAT AG AAAACGT6 ATGC AC AC AAG AGT-3" 

nucleotide modif ie 



C. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAM3 - SAH CpXL7W) 

S'AGGATACAATGAAAAAAAGAAAACGTGATGCACACAAGAGT-J' 

nucleotides modifies 



Figure 11 
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